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Povzetek 
Parodontalna bolezen je vnetna bolezen, ki prizadene dlesni in lahko vodi v izgubo zob. 
Vnetne procese spremlja neravnovesje mikrobiote v obzobnih žepih, ki pa so težko dostopni 
za zdravljenje s tradicionalnimi dostavnimi sistemi. V zadnjem času se na področju 
lokalnega zdravljenja parodontalne bolezni spodbuja razvoj novih, naprednih dostavnih 
sistemov. Eden izmed takšnih dostavnih sistemov so nanovlakna, ki jih odlikuje velika 
specifična površina, bioadhezivnost in biokompatibilnost, če so ustrezno načrtovana. V 
nanovlakna lahko s procesom elektrostatskega sukanja vgradimo probiotike, ki po vnosu v 
parodontalne žepe v njih ponovno vzpostavijo mikrobiološko ravnovesje.  
Cilj magistrske naloge je bil razvoj nanovlaken s probiotiki na osnovi polikaprolaktona. Kot 
potencialni probiotik smo uporabili sev Bacillus sp. 25.2.M., ki sporulira, zato smo pri 
izdelavi vlaken uporabljali spore, ki so bolj odporne na agresivne dejavnike kot vegetativna 
oblika bakterij. Ugotavljali smo vpliv topil na preživetje probiotikov in najperspektivnejša 
topila s stališča preživetja spor, topnosti in sprejemljivosti za elektrostatsko sukanje 
polikaprolaktona uporabili za izdelavo začetnih formulacij nanovlaken. Medprocesno 
analizo nanovlaken smo izvajali z optično mikroskopijo, bolj natančno pa smo debelino in 
morfologijo nanovlaken ovrednotili s pomočjo vrstične elektronske mikroskopije. Proces 
izdelave nanovlaken z elektrostatskim sukanjem smo optimizirali tako, da smo spreminjali 
koncentracijo polimera, sestavo mešanice topil, prevodnost polimerne raztopine, pogoje 
elektrostatskega sukanja. Pripravili smo tudi vlakna z dodatkom hidrofilnega polimera 
(polietilenglikola ali polietilenoksida) ter jih optimizirali s spreminjanjem sestave zmesi 
obeh polimerov. V dve najobetavnejši formulaciji (nano)vlaken smo vgradili probiotike in 
ovrednotili njihovo preživetje v različnih stopnjah priprave (nano)vlaken. Določili smo tudi 
vsebnost probiotikov v (nano)vlaknih in njihov profil sproščanja. Ugotovili smo, da je 
metoda elektrostatskega sukanja primerna za vgrajevanje probiotikov v (nano)vlakna, saj je 
bila viabilnost probiotikov v nanovlaknih 3,88 log CFU/mgpolimera. Ugotovili smo, da 
probiotiki v nanovlaknih iz polikaprolaktona ne pridejo v stik z gojiščem, zato spore ne 
vzkalijo. Vključitev PEO v strukturo vlaken je povečala njihovo poroznost in omogočila 
sproščanje spor iz vlaken.  
Ključne besede: nanovlakna, elektrostatsko sukanje, polikaprolakton, probiotiki, spore 
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Abstract 
Paradontosis is an inflammatory disease, which affects gums. It leads to loss of teeth. The 
process of inflammation is followed by unbalanced level of microbiota in periodontal 
pockets, which are very hard to reach with conventional drug delivery systems. Modern 
delivery systems have been developing for the purposes of local treatment of periodontal 
disease in the recent years. We introduce perspective delivery system, based on nanofibers 
with incorporated probiotics. The advantages of nanofibers are high specific surface area, 
bioadhesion and biocompatibility. It has been a promising method for recolonisation of 
periodontal pockets with probiotics. 
The aim of this master thesis was the developement of policaprolactone nanofibers with 
incorporated probiotics. We selected and produced a strain Bacillus sp. 25.2.M, which was 
able to sporulate. We used spores, which are more resistant to aggressive chemical agents 
than vegetative bacteria. We produced nanofibers with electrospinning process and used the 
most perspective solvents mixture according to viability, solubility and ability of 
electrospinning process. 
Diameters and morphology of nanofibers were analysed with optical microscopy and 
scanning electron microscopy. An optimization of the nanofibers was carried out to improve 
the electrospinning process. We were changing polymer concentration, mixture of solvents, 
conductivity of polymer solution and electrospinning parameters. Polyethylene glycol or 
polyethylene oxide were added to increase porosity of fibers. Finally we produced 
(nano)fibers based on the two most promising policaprolactone solution with incorporated 
probiotics. We evaluated the viability of probiotic spores in different stages of preparing 
(nano)fibers with incorporated probiotics. Based on the viability 3,88 log CFU/mgpolymer, we 
confirmed that electrospinning method was successful for production of (nano)fibers with 
probiotics. We can conclude that some additional optimization experiments should be done 
to improve the processibility of electrospinning process. Based on SEM photos and release 
profile we can conclude that spores in PCL nanofibers did not get in touch with medium, 
therefore spores did not change to vegetative bacteria. Incorporation of PEO into fibers 
structure increased porosity and enabled spores to release from fibers. 
Keywords: nanofibers, electrospinning, polycaprolactone, probiotics, spores 
  
 
X 
 
Okrajšave 
A: aceton 
AA: ocetna kislina (ang. acetic acid) 
CFU: število kolonijskih enot (ang. colony forming unit) 
LAF: komora z laminarnim pretokom filtriranega zraka (ang. laminar air flow) 
PCL: polikaprolakton  
PEG: polietilenglikol 
PEO: polietilenoksid 
RV: relativna vlažnost 
SEM: vrstični elektronski mikroskop (ang. scanning electron microscope) 
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1. Uvod 
1.1 Parodontalna bolezen, razvoj in zdravljenje 
1.1.1 Parodontalna bolezen 
Parodontalna bolezen je kronična vnetna bolezen, ki vodi k razgradnji obzobnih tkiv. 
Patološko gledano pride do razgradnje kolagenskih vlaken, ki povezujejo cement in 
pozobnico, in kosti zobiščnega odrastka, ki nudi oporo zobem. Posledično se ob zobeh 
tvorijo obzobni žepi, zobje postajajo majavi in napredovanje bolezni lahko vodi do izgube 
zob (1, 2).  
 
1.1.2 Razvoj parodontalne bolezni 
Na zobni površini iz hidroksiapatita se najprej pojavi pelikel, ki ga sestavljajo proteini, 
glikoproteini, lipidi in encimi sline. V prvih urah po nastanku pelikla površino kolonizirajo  
prvi mikroorganizmi Streptococcus sp., Actinomyces sp. in Veillonella sp. Slednji se preko 
adhezinov (pili s proteoglikani in proteini) vežejo na makromolekule pelikla. Z nadaljnjo 
vezavo bakterij, ki prevladujejo v ustni votlini, narašča biomasa in debelina biofilma. Po 
teoriji subgingivalnega plaka naj bi bil prvotni vzrok za vnetje pri parodontalni bolezni 
prisotnost določenih patogenih mikroorganizmov in ne skupno število bakterij. Omenjene 
parodontopatogene vrste so Tannerella forsythia, Porphyromonas gingivalis in 
Aggregatibacter actinomycetemcomitans. V raziskavah pri zdravih prostovoljcih 
parodontopatogenih bakterij niso našli ali pa so bile prisotne v zelo majhnem številu (3). 
Drugi potrebni pogoj za razvoj bolezni je nezadosten ali prekomeren imunski odziv, zato je 
obramba pred parodontopatogenimi organizmi oslabljena. Dodatno pa k večjemu vnetju 
vodi neustrezna ustna higiena in nalaganje plaka. Pri kroničnem vnetju se aktivirajo vnetni 
citokini, matriksne metaloproteaze, osteoklasti in bakterijski encimi, ki sodelujejo pri 
razgradnji pozobnice in kosti zobiščnega odrastka. Omenjeni procesi vodijo v nastanek 
obzobnega žepa (2). Hkrati se poveča tudi pretok gingivalno cervikularne tekočine, ki 
prinaša hranila mikroorganizmom, ki se tako še hitreje razmnožujejo in povzročajo 
napredovanje parodontalne bolezni (3). 
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1.1.3 Zdravljenje parodontalne bolezni 
Patogene bakterije v ustni flori lahko preko različnih mehanizmov povzročajo poslabšanje 
parodontalne bolezni. Z nalaganjem v parodontalnih tkivih lahko preprečijo razrast 
nepatogenih bakterij in porušijo ustno mikrobioto. Na razvoj parodontalne bolezni delujejo 
tudi preko aktivacije encimov in sproščanja endotoksinov, ki povzročijo razgradnjo tkiva. 
Določene bakterije imajo na površini vezane antigene, ki sprožijo vnetni odziv. Zdravljenje 
je mogoče z mehanskim odstranjevanjem zobnega plaka, z antibiotiki (metronidazolom, 
tetraciklinom, doksiciklinom, minociklinom in ciprofloksacinom), antiseptiki 
(klorheksidinom), imunomodulatorji in ustreznim podpornim zdravljenjem, kot je skrb za 
ustrezno ustno higieno. Moderni pristopi k zdravljenju pa vključujejo uporabo nanozdravil 
z vgrajenimi protimikrobnimi učinkovinami, rastnimi dejavniki, matičnimi celicami in 
probiotiki. V literaturi je omenjeno potencialno zdravljenje z uporabo nanodostavnih 
sistemov, kot so liposomi, polimernimi nanodelci in nanovlakna (2, 4). 
 
1.2 Vloga probiotikov pri zdravljenju parodontalne bolezni 
1.2.1 Probiotiki 
Probiotiki so živi mikroorganizmi, ki v ustreznih količinah koristijo zdravju gostitelja. 
Probiotične bakterije razvrščamo glede na rod, vrsto in podvrsto ter alfanumerično 
poimenovane glede na sev. Probiotični sevi bakterij se razlikujejo po lastnostih in izkazujejo 
različne protimikrobne, nevrološke, imunološke in endokrine učinke (5). Razrast patogenih 
mikroorganizmov preprečujejo preko različnih mehanizmov. Nekateri delujejo 
antagonistično na patogene bakterije in z njimi tekmujejo za mesta pritrjanja na površini 
epitelija, medtem ko drugi proizvajajo sekundarne metabolite, kot sta mlečna in ocetna 
kislina, ki delujeta protimikrobno na patogene. Probiotiki, ki vstopajo v interakcije z 
epitelijskimi in dendritičnimi celicami ter makrofagi in limfociti, so sposobni vplivati na 
imunski sistem. V svoji okolici lahko ustvarijo posebno mikrobiološko okolje in 
preprečujejo patogenim mikroorganizmom dostop do hranil. Navzočnost probiotikov lahko 
izboljša tudi funkcijo selektivne prepustnosti epitelija. Probiotiki stimulirajo popravljalne 
mehanizme ob poškodbi in nedelovanju epitelija kot bariere ter tako zmanjšajo prepustnost 
epitelija. Izbira probiotikov temelji na njihovi odpornosti na pogoje okolja aplikacije, 
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zmožnosti pritrjevanja na epitelij in tekmovanja za vezavo s patogeni. Najpogosteje 
uporabljeni probiotiki so sevi mlečno kislinskih bakterij in bifidobakterij (5, 6). 
 
1.2.2 Probiotiki pri zdravljenju parodontalne bolezni 
Znanih je več strategij zdravljenja parodontalne bolezni. Po trenutnih priporočilih 
zdravljenje poteka z mehanskim odstranjevanjem zobnih oblog, antibiotično terapijo in 
uporabo antiseptikov. Z modernimi pristopi pa se uveljavljajo nove strategije zdravljenja, 
med katere uvrščamo tudi zdravljenje s probiotiki. Pomembni so zaradi nepatogenosti, 
odpornosti na encime in pogoje med izdelavo dostavnega sistema, hkrati pa je uspešnost 
njihove uporabe odvisna od sposobnosti pritrjevanja na epitelij in kolonizacije. Probiotiki 
pripomorejo k ponovni vzpostavitvi ustreznega mikrobnega ravnotežja v ustni votlini, tako 
da zavirajo rast parodontopatogenih mikroorganizmov. Nekateri probiotiki s patogeni 
tekmujejo za hranila, drugi pa proizvajajo sekundarne metabolite, ki delujejo protimikrobno. 
Rezultat zaviranja parodontopatogenih bakterij je zmanjšanje vnetja obzobnih tkiv in 
zmanjšanje razgradnje pozobnice (4, 7, 8, 9). Probiotike lahko dostavimo v ustno votlino v 
obliki tablet, praškov, ustnih vodic, zobnih krem, žvečilnih gumijev in pastil. Težavo pri 
dostavi probiotikov predstavljajo težko dostopni parodontalni žepi, hkrati pa je za dostavo 
potreben dostavni sistem, ki zagotavlja ustrezno koncentracijo probiotikov skozi daljše 
časovno obdobje (10, 11). Nanovlakna tako postajajo perspektiven dostavni sistem, saj so 
ugodna za zdravljenje s stališča bioadhezivnosti in strukture ter biorazgradljivosti (2, 9, 12). 
Dobro se lahko oprimejo površin v obzobnih žepih in s svojo posebno strukturo posnemajo 
osnovne gradnike obzobnih tkiv in tako spodbujajo celjenje tkiv (2, 12). 
 
1.2.3 Pomen probiotičnega seva 25.2.M za zdravljenje parodontalne bolezni 
Znanstveniki so raziskovali probiotike, ki bi imeli potencial za zdravljenje parodontalne 
bolezni (10). Iz ustne mikroflore so izolirali različne seve bakterij in preučevali njihovo 
potencialno zmožnost zdravljenja parodontalne bolezni. Bakterije so izolirali iz ustne 
mikroflore zdravih prostovoljcev in preučevali protimikrobno delovanje proti 
parodontopatogenemu sevu Aggregatibacter actinomycetemcomitans. Najbolj izrazito 
protimikrobno delovanje proti A. actinomycetemcomitans je imel potencialni probiotični sev 
25.2.M. Glede na sekvenco nukleotidov 16S rRNA sodi sev v rod Bacillus, ki je sposoben 
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proizvajati in sproščati sekundarne metabolite s protimikrobnim učinkom (10, 11). Na 
podlagi sekveniranja je bilo ugotovljeno tudi, da sev 25.2.M sodi v skupino za ljudi 
nepatogenih sevov. Ugodna lastnost omenjenega seva je tudi sposobnost sporulacije, kar je 
naravni fenomen, ki poveča preživetje bakterije v obliki spore pri različnih stresnih pogojih. 
Spore se po lizi materinske celice sprostijo v okolje. Tako je bakterija v spečem stanju, kar 
pomeni, da so njene življenjske funkcije zmanjšane in je njena metabolna aktivnost zelo 
majhna ali pa je sploh ni (13). Večja odpornost spore proti stresnim dejavnikom v primerjavi 
z vegetativno obliko celice je posledica njene strukture, ki je sestavljena iz več plasti (slika 
1). Za zaščito spore pred fizikalnim in kemičnim stresom sta najbolj pomembni strukturi 
eksosporij in plašč spore. Omenjeni strukturi vsebujeta različne encime, ki še dodatno 
okrepijo zaščito pred zunanjimi dejavniki. Zunanja membrana se nahaja pod plaščem spore 
in predstavlja permeabilnostno bariero (14). Pod njo se nahaja skorja spore, ki je sestavljena 
iz peptidoglikana, nato sledi celična stena bakterije, ki je prav tako sestavljena iz 
peptidoglikana. V središču spore je centralno jedro spore, ki vključuje DNA, ribosome in 
encime ter specifične molekule, kot je piridin-2,6-dikarboksilna kislina (DPA) kelirana v 
razmerju 1:1 s Ca2+ (CaDPA) ioni. Za jedro spore je značilna tudi zelo majhna vsebnost vode 
(15).  
 
 
Slika 1: Zgradba bakterijske spore (levo) in vegetativne bakterijske celice (desno ). 
 
Spora se lahko nahaja v mirujočem stanju več let. Sprememba spore v metabolno aktivno 
vegetativno obliko bakterije pa poteka s procesom kaljenja (germinacije). Ob prisotnosti 
ustreznega dejavnika spora vzkali v vegetativno obliko in tako izgubi svojo povečano 
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odpornost na dejavnike iz okolja. Kalitev sprožijo različni dejavniki: CaDPA, kationske 
površinsko aktivne snovi in drugi, ki se vežejo na za spore specifične proteinske komplekse 
– receptorje za vzkalitev. Posledično se spremeni prepustnost notranje membrane in njena 
struktura, kar vpliva na sprostitev monovalentnih kationov (H+, K+, Na+) iz spore v okolje 
in nato sprostitev CaDPA. Tako se zaključi prva faza kaljenja, v drugi pa lizirajoči encimi 
razgradijo skorjo spore, ki je iz peptidoglikanov. Konec druge faze kaljenja zaznamuje 
porast vlage v jedru, kar omogoča povečan metabolizem bakterije in pričetek rasti 
bakterijske celice (13). 
 
1.3 Bakterije kot dostavni sistemi za učinkovine 
Znanstveniki razvijajo moderne pristope za dostavo učinkovin na tarčno mesto in eden 
izmed edinstvenih pristopov temelji na izkoriščanju bakterij za dostavo učinkovin. Bakterije 
so sposobne prepoznavati okolje, ki jih obdaja, in se odzivati na zunanje dražljaje (16). Pri 
gibanju si bakterije pomagajo z izrastki flagelami in migetalkami, ki omogočajo, da se 
gibljejo proti bolj ugodnim razmeram za življenje. Temu procesu pravimo bakterijska taksa. 
Le-ta je odvisna od različnih kemijskih in fizikalnih dejavnikov, kot so koncentracija kisika, 
svetloba, kemijski dražljaji, vrednost pH okolja in temperatura. Znanstveniki so prepoznali 
potencial bakterijske takse za razvoj dostavnih sistemov za ciljano dostavo učinkovin (17). 
Na gibanje bakterij vplivamo tudi z zunanjim vodenjem. V bakterije lahko vgradimo 
magnetne nanokristale in jih s pomočjo zunanjega magnetnega polja vodimo na tarčna 
mesta. V literaturi navajajo uporabo ovojnic gram-negativnih bakterij, ki imajo na površini 
ohranjene celične strukture, za dostavo učinkovin. V takšne strukture lahko vgradimo 
»tovor«, tj. zdravilno učinkovino, ki se na želenem mestu sprosti iz ovojnice. 
Mikroorganizme lahko tudi izkoristimo za proizvodnjo proteinov in situ, ki imajo vlogo 
predzdravil, učinkovin ali imunostimulansov (18). Poleg tega pa so določene bakterije 
sposobne transfekcije (prenosa genov) v evkariontsko celico. Na ta način lahko genski zapis 
za učinkovino prek plazmidov prenesemo v rakave celice, ki nato proizvedejo sebi škodljive 
proteinske molekule (19). Bakterije lahko izkoriščamo tudi za protimikrobno zdravljenje. 
Določene vrste bakterij proizvajajo sekundarne metabolite s protimikrobnimi učinki na 
patogene mikroorganizme (10). 
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1.4 Nanovlakna kot potencialni dostavni sistem za probiotike  
1.4.1 Elektrostatsko sukanje 
Poznamo različne metode izdelave polimernih nanovlaken, kot so metoda vlečenja, spontana 
tvorba, fazna separacija, uporaba šablon in elektrostatsko sukanje, ki je najpogosteje 
uporabljena metoda (20). Proces elektrostatskega sukanja se uporablja za izdelavo vlaken s 
premerom v nanometrskem ali mikrometrskem območju (21). Aparatura za elektrostatsko 
sukanje je v osnovi sestavljena iz vira visoke napetosti in prevodne šobe z iglo določenega 
notranjega premera ter zbirala, ki se nahaja na določeni oddaljenosti od šobe (slika 2). 
Pomemben element predstavlja tudi brizga, ki je prek plastične cevke povezana s šobo. V 
njej je polimerna disperzija ali talina, iz katere nastajajo nanovlakna. Brizga je vpeta in 
povezana s črpalko, ki zagotavlja želeni pretok tekočine skozi cevko v šobo. Ena izmed 
elektrod je priklopljena na šobo (do 30 kV) in ustvarja naboj v polimerni raztopini. Druga 
elektroda pa je priklopljena na zbiralo, ki je ozemljeno ali negativno nabito.  
 
 
Slika 2: Naprava za elektrostatsko sukanje. Na slikah so prikazani najpomembnejši deli naprave: šoba (A), igla (B), 
priključek za vir visoke napetosti (C), vir visoke napetosti (D), cevka (E), črpalka (F), planarno zbiralo (G), kamera (H) 
in rotirajoče zbiralo (I). 
 
Proces elektrostatskega sukanja od tvorbe kapljice do nastanka curka sestoji iz treh faz: faze 
iniciacije, podaljševanja in strjevanja curka. Na začetku procesa se kapljica polimerne 
raztopine ali taline na koncu igle drži le-te z lastno površinsko napetostjo. V trenutku 
vzpostavitve visoke napetosti na igli se na kapljici tvori naboj in na kapljico pričneta delovati 
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dve sili. Prva je posledica površinskega naboja, druga (Coulumbova) pa se pojavi zaradi 
delovanja zunanjega električnega polja. Kot posledica delovanja sil se kapljica polimerne 
raztopine ali taline prične podaljševati v konično obliko, ki ji pravimo Taylorjev stožec. Pri 
določeni jakosti električnega polja dosežemo kritično točko, v kateri elektrostatske sile 
presežejo površinsko napetost polimerne raztopine (taline) in povzročijo tvorbo curka iz 
konice Taylorjevega stožca. Na razdalji med iglo in zbiralom se curek še dodatno raztegne, 
pri čemer pride do izhlapevanja topila, tako da se na zbiralu naložijo naključno razporejena 
polimerna nanovlakna (21, 22, 23). Različni dejavniki lahko motijo tvorbo curka, zato 
elektrostatsko sukanje ni vedno kontinuirano (24).  
 
1.4.2 Parametri, ki vplivajo na izdelavo in lastnosti nanovlaken 
Na proces elektrostatskega sukanja vplivajo tri skupine parametrov:  
(i) parametri procesa, ki vključujejo pretok, napetost in oddaljenost igle od zbirala,  
(ii) med parametre okolja uvrščamo temperaturo in relativno vlažnost (RV), 
(iii) med parametre raztopine spadajo vrsta, koncentracija in molekulska masa 
polimera, lastnosti topila, viskoznost in prevodnost polimerne raztopine. 
 
1.4.3 Lastnosti nanovlaken 
Med procesom elektrostatskega sukanja lahko z različnimi parametri vplivamo na lastnosti 
nanovlaken, med katere uvrščamo povprečni premer nanovlaken, porazdelitev velikosti 
nanovlaken, poroznost nanovlaken, prisotnost vozlov in površino nanovlaken. Na debelino 
nanovlaken najbolj vplivamo s koncentracijo polimerne raztopine, saj običajno s 
povečevanjem koncentracije nastanejo debelejša nanovlakna (25, 26). Običajno višja 
električna napetost vodi k večjemu raztezanju curka polimerne raztopine (taline) med 
potovanjem od šobe do zbirala in rezultat so tanjša nanovlakna, v določenih primerih pa z 
večanjem napetosti povečamo količino polimerne raztopine v curku, kar posledično pomeni 
večje premere nanovlaken. Pri večjih hitrostih pretoka polimerne raztopine (taline) se na 
koncu igle nabirajo večje kapljice. V nastalem curku potuje večja količina polimerne 
raztopine (taline) in nastanejo debelejša nanovlakna (21, 26). Pomembno vlogo za izdelavo 
zelo tankih nanovlaken ima prevodnost polimerne raztopine, saj lahko z večanjem 
prevodnosti izdelamo tanjša nanovlakna. Disperzijam polimerov lahko dodajamo soli 
 
8 
 
(elektrolite), ki povečajo prevodnost. Večja gostota naboja na površini curka pomeni večjo 
mobilnost ionov, kar pa vpliva na večje sile pri podaljševanju curka in vodi v nastanek tanjših 
nanovlaken (27).  
V strukturi nanovlaken se lahko pojavijo neželene strukture, ki jim pravimo vozli. Omenjene 
strukture so pod optičnim in vrstično elektronskim mikroskopom (SEM) vidne kot 
zadebelitve na naključnih mestih nanovlaken. Vozli se najpogosteje pojavljajo pri nizkih 
koncentracijah polimera v raztopini in pri višjih napetostih. Pri višjih napetostih je hitrost 
curka večja, kar zmanjša velikost kapljice na koncu igle. Posledično postane Taylorjev 
stožec nestabilen in prične oscilirati, kar privede do tvorbe vozlov (21, 27). 
Z izbiro ustreznih parametrov vplivamo na poroznost vlaken. Poznamo dva tipa por. Prve se 
nahajajo v samih nanovlaknih in na njihovi površini, drugo vrsto por pa predstavljajo pore 
med vlakni, tj. v mreži nanovlaken. Poroznost lahko povečamo tako, da pripravimo raztopine 
polimerov s porogenimi snovmi (soli), ki jih elektrostatsko sukamo, nato pa porogene 
odstranimo iz strukture nanovlaken (21). Podobno vplivamo na povečanje poroznosti 
nanovlaken z dodatkom hidrofilnega polimera, ki ga dodamo v raztopino za elektrostatsko 
sukanje. 
Površina nanovlaken je običajno gladka, a hkrati odvisna od procesnih parametrov. Pri nižjih 
koncentracijah polimera in visoki električni napetosti lahko izdelamo nanovlakna z bolj 
grobo površino (21, 27). 
 
1.4.4 Nanovlakna s probiotiki 
Tehnologija elektrostatskega sukanja postaja med drugim zanimiva tudi za vgradnjo 
mikroorganizmov v nanovlakna in njihovo dostavo. Nanovlakna z vgrajenimi probiotiki 
imajo med drugim tudi pomemben potencial za lokalno zdravljenje parodontalne bolezni. 
Znanstveniki so z vgradnjo bakterij (Escherichia coli in Staphylococcus albus) prišli do 
prvih spoznanj na področju vgrajevanja bakterij v nanovlakna. Priprava disperzije za 
elektrostatsko sukanje z bakterijami je enostavna, saj v pripravljeni polimerni raztopini 
bakterije le dispergiramo. V tako pripravljeni disperziji so bakterije prosto razporejene in 
orientirane. Med procesom elektrostatskega sukanja so v Taylorjevemu stožcu podobni 
pogoji kot v tekočini, ki teče skozi »lijak«. Bakterije se med potovanjem s tokom postopoma 
orientirajo v smeri nanovlaken, ki so na mestih vgradnje posledično zadebeljena. Bakterije 
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postanejo tekom elektrostatskega sukanja popolnoma obdane s polimerno ovojnico in 
razporejene vzdolž nanovlaken (28, 29). V nanovlakna se lahko vgradijo tudi agregati 
bakterij, ki so bili prisotni že v disperziji, in jih sile med elektrostatskim sukanjem niso 
uspele razbiti do posameznih bakterij. Bakterije imajo različno odporno bakterijsko celično 
steno, zato je njihovo preživetje med elektrostatskim sukanjem odvisno od vrste bakterij. 
Ugotovili so, da bolj kot mehanski stres med elektrostatskim sukanjem na preživetje vpliva 
dehidracija, ki nastane zaradi hitrega izhlapevanja topila (28). Tako predstavljajo spore velik 
potencial za vgrajevanje v nanovlakna, saj so bolj odporne na preživetje v stresnih pogojih 
med elektrostatskim sukanjem. V raziskavi so znanstveniki preučevali vpliv vgrajevanja 
vegetativnih bakterij in njihovih spor na preživetje med procesom elektrostatskega sukanja. 
Pri pripravi vlaken iz zmesi hitosana in polietilenoksida (PEO) v kislem mediju s pH 4,9 so 
ugotovili, da so spore seva 25.2.M veliko bolj odporne na nizek pH kot bakterije v 
vegetativni obliki. Po izpostavitvi kislemu mediju (pH 4,9) se je populacija spor zmanjšala 
za maksimalno eno enoto log (10). Spore so namreč med elektrostatskim sukanjem 
izpostavljene visoki napetosti in mehanskemu stresu ter spremembam v osmotskem tlaku 
(10, 30). Znano je tudi, da izbira polimera pomembno vpliva na sproščanje bakterij iz mreže 
nanovlaken (10).  
 
1.5 Polimeri za izdelavo nanovlaken v naši raziskavi 
1.5.1 Polikaprolakton 
Polikaprolakton (PCL) je hidrofoben semi-kristalični polimer (slika 3). Z naraščajočo 
molekulsko maso polimera stopnja kristaličnosti pada. Sinteza PCL poteka s polimerizacijo 
cikličnega ε-kaprolaktona, pri čemer pride do odprtja obroča (31). Polikaprolaktonske verige 
imajo molekulske mase med 3.000 in 80.000 g/mol, na kar lahko vplivamo z dodatkom 
nizkomolekularnih alkoholov (32, 33). V temperaturnem območju med 59-64 °C se prične 
PCL taliti. Hidrolizira že pri fizioloških pogojih v vodotopne monomere, kar ga uvršča med 
biorazgradljive polimere (34). V telesu je PCL podvržen dvostopenjskemu procesu 
razgradnje. V prvi stopnji poteče neencimska hidroliza esterske vezi. V drugi stopnji 
razgradnje se popolnoma razgradi do 6-hidroksi kaprojske kisline, ki se prek Krebsovega 
cikla izloči iz telesa. Omenjenemu procesu so podvrženi predvsem bolj kristalični polimeri 
PCL in tisti z nizkimi molekulskimi masami ( < 3.000 g/mol). PCL lahko modificiramo z 
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uvedbo novih funkcionalnih skupin, s čimer vplivamo na hidrofobnost polimernih verig, 
adhezivnost in biokompatibilnost (31). 
 
 
Slika 3: Strukturna formula polikaprolaktona. 
 
PCL se uporablja za izdelavo farmacevtskih oblik za dostavo učinkovin s kontroliranim 
sproščanjem. Polimerno ogrodje iz PCL je dobro permeabilno za številne učinkovine. 
Primeren je predvsem za vnos učinkovin, ki jih želimo dostavljati skozi daljše časovno 
obdobje (daljše od enega leta). Uporablja se na področju kontracepcijskih implantatov, 
biorazgradljivih sponk pri celjenju ran, na področju tkivnega inženirstva in kot dostavni 
sistem za dolgotrajno dostavo učinkovin (31, 34, 35). Z dodatkom drugih polimerov lahko 
pripravimo zmesi in tako spreminjamo profile sproščanja in kinetiko razpada polimernega 
ogrodja. PCL je zaradi svojih lastnosti zelo zanimiv za uporabo na področju tkivnega 
inženirstva. Ugotovili so, da zaradi svojih reoloških, viskoelastičnih lastnosti, 
biokompatibilnosti in topnosti v različnih organskih topilih, izkazuje velik potencial za 
uporabo na področju razvoja nanovlaken (31, 34, 36). Na izdelavo nanovlaken iz PCL z 
elektrostatskim sukanjem vplivajo različni dejavniki. V raziskavah so proučevali vpliv 
topnosti PCL in dielektrične konstante disperznega medija na elektrostatsko sukanje raztopin 
PCL. Ugotovili so, da imata omenjena parametra bistven vpliv na procesibilnost 
elektrostatskega sukanja, stabilnost curka ter premer in poroznost (nano)vlaken. V raziskavi 
so znanstveniki ugotovili, da ima pri topilih s podobnimi temperaturami vrelišč na premer 
(nano)vlaken največji vpliv dielektrična konstanta topila (37). Dielektrična konstanta 
predstavlja sposobnost materiala, da shrani električno energijo oziroma postane električno 
polariziran. Topila s srednje velikimi dielektričnimi konstantami, v katerih je PCL delno do 
zelo dobro topen, in z zmernimi disperzijskimi silami so primerni kandidati za elektrostatsko 
sukanje. Mednje štejemo tetrahidrofuran, kloroform, dikloroetan, diklorometan. Uporaba teh 
topil omogoča tvorbo vlaken s premeri mikrometrskih velikosti. Takšna topila so hlapna, 
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hitro odparijo med procesom elektrostatskega sukanja, zato se vlakna hitro posušijo in 
strdijo. PCL je zelo dobro topen v različnih organskih topilih, kot so cikloheksanon, 
acetofenon, benzen in drugi benzenovi derivati, vendar pa iz teh raztopin z elektrostatskim 
sukanjem ne moremo pripraviti nanovlaken. Razlogi za neuspešno elektrostatsko sukanje 
PCL v omenjenih topilih so lahko visoka molekulska masa topila, nizka dielektrična 
konstanta ali pa močne disperzijske sile. Ugotovili so, da je za uspešno elektrostatsko 
sukanje potrebno pripraviti binarne zmesi topil. S tem vplivamo na topnost PCL in dobimo 
zmes z dielektrično konstanto, ki se razlikuje od dielektrične konstante posameznih topil. 
Vrednost dielektrične konstante ima velik vpliv na uspešnost elektrostatskega sukanja, hkrati 
pa vpliva na velikost por med vlakni. Pri večjih dielektričnih konstantah lahko raztopina, ki 
je izpostavljena električni napetosti, hrani večjo količino naboja. Na podlagi proučevanja 
zmesi ocetne in mravljične kisline so ugotovili, da je za elektrostatsko sukanje PCL potrebna 
dielektrična konstanta topila, večja od 19. Raztopine PCL v zmeseh topil z dielektričnimi 
konstantami, manjšimi od 19, so omogočale elektrostatsko sukanje vlaken mikrometrskih 
velikosti. Pri zelo majhnih vrednostih dielektričnih konstant pa je prišlo do elekrostatskega 
razprševanja. Za doseganje stabilnega curka pri elektrostatskem sukanju je pri visokih 
dielektričnih konstantah potrebno zagotoviti tudi močno električno polje. Pri vrednostih 
dielektrične konstante nad 35 pa postane curek pri elektrostatskem sukanju zelo občutljiv na 
dejavnike okolja (37). 
 
1.5.2 Polietilenoksid 
Polietilenoksid (PEO) (slika 4) je hidrofilen polimer, katerega sinteza poteka s 
polimerizacijo etilenoksida preko odprtja obroča. PEO se razlikujejo po dolžini polimernih 
verig. Polimere z molekulsko maso, manjšo od 100.000 g/mol, uvrščamo med 
polietilenglikole (PEG), polimere z večjo molekulsko maso pa uvrščamo med PEO. PEO so 
topni v vodi in večini organskih topil (etanol, aceton, kloroform). PEGi z molekulsko maso, 
manjšo od 1.000 g/mol, so prozorne in viskozne tekočine, medtem ko so polimeri z 
molekulsko maso, večjo od 1.000 g/mol, v trdnem agregatnem stanju. Temperatura tališča 
je odvisna od molekulske mase polimera in sega do približno 67 °C (38). 
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Slika 4: Strukturna formula polietilenoksida. 
 
PEO ima zelo dobre mukoadhezivne lastnosti in je občutljiv na močne oksidante. Raziskave 
na živalih so pokazale, da je polimer nizko toksičen, ne glede na pot vnosa v organizem, in 
ne izzove imunskega odziva, zato so PEO z nizkimi molekulskimi masami biokompatibilni. 
Iz telesa se zelo hitro in v celoti izloči, medtem ko se v gastrointestinalnem traktu slabo 
absorbira (39, 40). 
 
1.6 Vrednotenje nanovlaken 
1.6.1 Mikroskopija 
Slikovne metode se pogosto uporabljajo za preučevanje strukture nanovlaken. Mednje 
štejemo optično mikroskopijo, vrstično elektronsko mikroskopijo, transmisijsko elektronsko 
mikroskopijo in mikroskopijo na atomsko silo. Z omenjenimi slikovnimi metodami lahko 
proučujemo različne predele površine ali notranjosti vzorca.  
 
1.6.1.1 Optična mikroskopija 
S svetlobnim mikroskopom lahko vzorce pregledamo pri atmosferskih pogojih. Priprava 
vzorcev je enostavna, saj vzorcev ni potrebno predhodno sušiti, in oprema je relativno 
poceni. Optični mikroskop se uporablja predvsem v preliminarnih raziskavah nanovlaken. 
Zaradi enostavnosti in hitrosti je metoda primerna za grobo oceno strukture nanovlaken med 
procesom izdelave (41). 
 
1.6.1.2 Elektronska mikroskopija 
Vrstični elektronski mikroskop (SEM) je sestavljen iz vira elektronov, navpične kolone, 
preko katere potujejo elektroni mimo elektromagnetnih leč, detektorja elektronov, nosilca z 
vzorci, računalnika in monitorja. Iz vrha naprave elektronska pištola izstreljuje elektrone, ki 
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na poti navzdol potujejo mimo kombinacije leč in odprtin, pri čemer se njihova hitrost 
povečuje. Na poti se elektroni oblikujejo v fokusiran žarek, ki zadene površino vzorca in 
prodre nekaj mikrometrov globoko v proučevan vzorec. Globina prodiranja je odvisna od 
električne napetosti, ki elektrone pospešuje, in od sestave vzorca. Primarni elektroni na 
površini vzorca lahko izbijejo sekundarne elektrone, lahko se odbijejo, lahko pa nastanejo 
tudi rentgenski žarki. Nastale signale zberejo detektorji, ki signal pretvorijo v sliko (42). 
Prednost SEM je, da omogoča veliko globinsko ostrino. Včasih je potrebno vzorec prekriti 
s tanko plastjo prevodnega elementa, npr. zlata, ki še dodatno izboljša ločljivost slik. 
Postopek mikroskopiranja poteka v vakuumu, zaradi česar lahko vzorec med sušenjem 
spremeni nekatere svoje lastnosti (43). Na podlagi posnetih slik SEM lahko ocenimo 
osnovne značilnosti nanovlaken, kot so površina vlaken, premer, prisotnost vozlov, in 
identificiramo potencialno prisotne druge strukture v mreži nanovlaken. Z računalniškim 
programom izmerimo premere določene populacije, npr. 100 vlaken posameznega vzorca, 
in podatke prikažemo v obliki distribucijskih krivulj, kar omogoča primerjavo nanovlaken, 
izdelanih pri različnih pogojih. Analiza SEM daje podatek tudi o orientaciji nanovlaken, saj 
le-ta vpliva na mehanske lastnosti mreže nanovlaken in na biološki odziv celic nanje, kar so 
potrdili v študijah in vivo in in vitro. (44). 
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2. Namen 
Namen magistrske naloge je razvoj elektrostatsko sukanih nanovlaken iz PCL s 
potencialnimi probiotiki kot dostavnega sistema za lokalno zdravljenje parodontalne 
bolezni. Najprej bomo izbrali ustrezno topilo za izdelavo nanovlaken, tako da bomo preverili 
preživetje probiotikov v obliki spor v različnih organskih topilih, ki predstavljajo potencial 
za elektrostatsko sukanje. Na podlagi rezultatov preživetja spor, lastnosti topil in podatkov 
iz literature bomo izbrali ustrezno topilo ali mešanico topil, s pomočjo katerega bomo lahko 
kontinuirano elektrostatsko sukali nanovlakna iz PCL. V naslednjem koraku bomo z 
variiranjem parametrov elektrostatskega sukanja skušali izdelati nanovlakna iz PCL ter brez 
vozlov, s čim manjšim premerom in čim ožjo porazdelitvijo debelin nanovlaken. Poroznost 
nanovlaken bomo skušali povečati tako, da bomo v formulacijo dodali določen delež 
hidrofilnega polimera (PEG, PEO). V naslednji fazi bo sledila optimizacija izdelave 
nanovlaken, tako da bomo preučili vpliv koncentracije polimera, topila in prevodnosti 
polimerne raztopine na proces elektrostatskega sukanja in na lastnosti nanovlaken. Med 
vsemi izdelanimi vlakni bomo izbrali najperspektivnejši formulaciji, v kateri bomo vgradili 
spore seva probiotika 25.2.M. V času optimizacije izdelave nanovlaken bomo preučili in 
optimizirali tudi protokol za pripravo spor potencialnega probiotika.  
Morfologijo nanovlaken bomo ovrednotili s SEM in optično mikroskopijo. Preučili bomo 
preživetje spor tekom priprave in med procesom elektrostatskega sukanja. S SEM bomo 
opazovali tudi prehajanje bakterij iz nanovlaken. Na koncu bomo preučili sproščanje spor iz 
izdelanih nanovlaken in vitro in namnožitev bakterij iz nanovlaken na trdnem gojišču. 
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3. Materiali in metode 
3.1 Materiali 
o PCL Mr 80.000 g/mol, Sigma Aldrich Chemie GmBh, Steinheim, Nemčija 
o PEG Mr 400 g/mol, Sigma Aldrich Chemie GmBh, Steinheim, Nemčija 
o PEG Mr 1.000 g/mol, Sigma Aldrich Chemie GmBh, Steinheim, Nemčija 
o PEG Mr 35.000 g/mol, Sigma Aldrich Chemie GmBh, Steinheim, Nemčija 
o PEO Mr 400.000 g/mol, Sigma Aldrich Chemie GmBh, Steinheim, Nemčija 
o PEO Mr 900.000 g/mol, Sigma Aldrich Chemie GmBh, Steinheim, Nemčija 
o PEO Mr 4.000.000 g/mol, Sigma Aldrich Chemie GmBh, Steinheim, Nemčija 
o natrijev jodid (NaI), Sigma Aldrich Chemie GmBh, Steinheim, Nemčija 
o natrijev klorid (NaCl) (>99,5 %), Merck KGaA, Darmstadt, Nemčija 
o kalijev dihidrogenfosfat (KH2PO4), (99,5-100,5 %), Merck KGaA, Darmstadt, 
Nemčija 
o natrijev hidroksid (NaOH), Merck KGaA, Darmstadt, Nemčija 
o manganov(II) sulfat monohidrat (MnSO4 x H20), Sigma Aldrich Chemie GmBh, 
Steinheim, Nemčija  
o glacialna ocetna kislina (CH3COOH) (100 %), Merck KGaA, Darmstadt, Nemčija 
o aceton (CH3COCH3) (>99,5 %), Merck KGaA, Darmstadt, Nemčija 
o N,N-dimetilformamid (DMF), Sigma Aldrich Chemie GmBh, Steinheim, Nemčija  
o Metanol (MeOH), Merck KGaA, Darmstadt, Nemčija 
o mravljična kislina (HCOOH) (98-100 %), Merck KGaA, Darmstadt, Nemčija 
o kloroform, Merck KGaA, Darmstadt, Nemčija 
o etanol 96 % (v/v) (C2H5OH), Pharmachem, Ljubljana, Slovenija 
o Incidin Liquid, ECOLAB Deutschland GmbH, Monheim am Rhein, Nemčija 
o prečiščena voda, UL-Fakulteta za farmacijo 
o Agar Select, Invitrogen, Carlsbad, Kalifornija, ZDA 
o LB Broth base, Invitrogen, Carlsbad, Kalifornija, ZDA 
o Nutrient Broth No 1, Sigma Aldrich Chemie GmBh, Steinheim, Nemčija 
o Nutrient Broth, Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Nemčija 
o BBL Phytone Pepton, Bacton Dickinson company, Sparks MD, ZDA 
o Mesni ekstrakt, Sigma Aldrich Chemie GmBh, France 
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3.2 Bakterijske spore  
o Bacillus sp. 25.2.M, (GeneBank MG461560) 
3.3 Naprave 
o analitska tehtnica, Mettler Toledo AG 245, Greifensee, Švica 
o analitska tehtnica, Mettler Toledo XS 205, Greifensee, Švica 
o ultrazvočna kadička, Sonis 4, Iskra Pio, Šentjernej, Slovenija 
o pH-meter, SevenCompact, Mettler Toledo, Greifensee, Švica 
o konduktometer, MC 226, Mettler Toledo, Greifensee, Švica 
o elektroda za merjenje prevodnosti, InLab 741, Mettler Toledo, Greifensee, Švica 
o sterilizator na suho toploto, Nüve FN 500, Ankara, Turčija 
o mikrocentrifuga, Centrifuge 5415 R, Eppendorf, Hamburg, Nemčija 
o centrifuga, Centrifuge 5804 R, Eppendorf, Hamburg, Nemčija 
o avtoklav, A-21 CAVAK, Kambič, Semič, Slovenija 
o komora LAF, FAZ 3, Waldner electronics, Wangen, Nemčija 
o magnetno mešalo in grelec, IKA RCT basic IKAMAG, IKA-Werke GmbH & Co. 
KG, Straufen, Nemčija 
o inkubator s stresalnikom, Grant-bio Orbital Shaker-Incubator ES-20, Keison 
products, Chelmsford, Velika Britanija 
o stresalnik, Vibromix 10, Tehnica, Železniki, Slovenija 
o stresalnik, Vibromix 403EVT, Tehnica, Železniki, Slovenija 
o naprava za elektrostatsko sukanje, Fluidnatek LE-100, Bionicia, Valencija, Španija: 
 igla, šoba, cevka, planarno zbiralo z aluminijasto folijo, rotirajoče zbiralo z 
aluminijasto folijo 
 brizge, Chirana T. Injecta 5 mL, Stará Turá, Slovaška 
 aluminijasta folija, The Non-Stick kitchen foil, Bacofoil, Shropshire, Velika 
Britanija 
 folija, Alu-folie, Labor, Korff, Oberbipp, Švica 
o optični mikroskop, Olympus CX41, Olympus Corporation, Tokio, Japonska 
o zrcalno-refleksni fotoaparat, Canon EOS 1100D, Canon, Tokio, Japonska 
o SEM, Supra 35 VP, Carl Zeiss, Oberkochen, Nemčija 
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3.4 Priprava raztopin in gojišč 
3.4.1 Priprava 70 % (V/V) raztopine etanola 
2000 g 70 % (V/V) raztopine etanola smo pripravili po Ph. Eur. 9.0 tako, da smo natehtali 
1670 g 96 % (V/V) etanola in 330 g prečiščene vode ter ju pomešali.  
 
3.4.2 Priprava sterilne 0,9 % (m/V) raztopine NaCl  
Natehtali smo 4,5 g NaCl in ga kvantitativno prenesli v 500 mL merilno bučko. Bučko smo 
dopolnili s prečiščeno vodo do oznake. Raztopino smo premešali in jo sterilizirali z 
avtoklaviranjem (po metodi 3.5.2.2). 
 
3.4.3 Priprava sterilnega 50 mM fosfatnega pufra s pH 7,4 
Natehtali smo 6,80 g KH2PO4 in 1,57 g NaOH in ju kvantitativno prenesli v 1 L merilno 
bučko in dodali prečiščeno vodo do približno ¾. Nato smo preverili pH raztopine s pH-
metrom in ga uravnali s pomočjo 0,1 M NaOH ali 0,1 M HCl na pH 7,40 ± 0,05. Ko smo 
raztopino uravnali na ustrezen pH, smo bučko dopolnili s prečiščeno vodo do oznake. 
Raztopino smo sterilizirali z avtoklaviranjem (po metodi 3.5.2.2). 
 
3.4.4 Priprava trdnega gojišča 
Natehtali smo 6,38 g agarja, 1,08 g peptona in 0,64 g mesnega ekstrakta ter jih raztopili v 
425 mL prečiščene vode. Dobljeno raztopino smo sterilizirali z avtoklaviranjem (po metodi 
3.5.2.2). Po avtoklaviranju smo gojišče, ki smo ga ohladili na približno 70 °C, v komori z 
laminarnim pretokom filtriranega zraka (LAF), ki je bila predhodno prebrisana z Incidinom 
in 2 h izpostavljena svetlobi UV, vlili v petrijevke do polovice višine. Petrijevke smo pustili 
v komori LAF priprte 1 h, jih nato zaprli in shranili v hladilniku do nadaljnje uporabe.  
 
3.4.5 Priprava tekočega gojišča za gojenje spor 
Natehtali smo 4 g Nutrient Broth-a v 500 ml steklenico za avtoklaviranje in dodali 500 mL 
prečiščene vode. Raztopino smo sterilizirali z avtoklaviranjem (po metodi 3.5.2.2). Tako 
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pripravljena raztopina je vsebovala 1,5 g govejega mesnega ekstrakta in 2,5 g peptona iz 
želatine. pH raztopine je znašal 6,8 ± 0,2.  
 
3.4.6 Priprava sterilne 0,3 % (m/V) raztopine MnSO4 
Natehtali smo 0,15 g MnSO4 × H2O in ga kvantitativno prenesli v 50 mL merilno bučko ter 
s prečiščeno vodo dopolnili do oznake. Raztopino smo sterilizirali z avtoklaviranjem (po 
metodi 3.5.2.2). 
 
3.5 Metode 
3.5.1 Aseptično delo 
Pri delu z mikrobiološkim materialom smo uporabljali aseptične delovne postopke. Vse 
delovne površine smo pred pričetkom dela prebrisali s 70 % (V/V) etanolom. Vse postopke 
smo izvajali ob prižganem plinskem gorilniku, med delom pa nismo govorili, da ne bi z 
izdihanim zrakom in aerosoli okužili vzorcev. Vso steklovino, pipete, vsebnike z nastavki 
za pipete in ostale pripomočke, ki smo jih postavili v območje sterilne atmosfere okoli 
plamena, smo predhodno prebrisali s 70 % (V/V) etanolom. Kovinske predmete, kot so eze, 
trikotnike, pincete in kovinske nožke smo po tem, ko smo jih prebrisali z etanolom, še 
prežarili v plamenu in pred nadaljnjim delom pustili, da so se ohladili na sobno temperaturo. 
Na delovni površini smo vedno pripravili omočeno papirnato krpico s 70 % (V/V) etanolom. 
Z njo smo v času rokovanja z mikrobiološkimi vzorci dezinficirali rokavice. V pipete smo 
nastavili filtre, ki so preprečevali vdor kužnine v pipeto, in jih redno menjavali. Priprava 
gojišč je potekala v komori LAF, predhodno prebrisani s 70 % (V/V) etanolom in 2 h 
izpostavljeni svetlobi UV. 
 
3.5.2 Sterilizacija in dezinfekcija 
3.5.2.1 Sterilizacija s suho toploto 
Za aseptično delo je pomembna sterilnost uporabljenega laboratorijskega pribora. Vso 
steklovino (čaše, erlenmajerice, steklenice in viale) smo sterilizirali v sterilizatorju s suho 
toploto pri 160 °C 2 h.  
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3.5.2.2 Sterilizacija z vlažno toploto 
Sterilizacija tekočin, nastavkov za pipete in mikrocentrifugirk je potekala v avtoklavu. 
Tekočine smo sterilizirali 20 min pri 121 °C in 1 bar nadtlaka, ostale pripomočke pa 15 min 
pri 121 °C in 1 bar nadtlaka. Za kontrolo pogojev sterilizacije smo uporabljali kemični 
indikator.  
 
3.5.2.3 Dezinfekcija s kemičnimi sredstvi 
Za dezinfekcijo predmetov in površin smo uporabljali 70 % (V/V) etanol in Incidin. 
Laboratorijski pribor smo dezinficirali z uporabo etanola, za dezinfekcijo plastičnih 
zamaškov smo uporabljali Incidin ter nato zamaške za 1 h izpostavili UV svetlobi v komori 
LAF.  
 
3.5.3 Gojenje bakterij seva Bacillus sp. 25.2.M in priprava spor 
Disperzijo seva Bacillus sp. 25.2.M v 0,9 % (m/V) NaCl smo dobili z Inštituta Jožef Stefan. 
Z ezo smo bakterije iz disperzije razmazali na trdno gojišče in jih inkubirali 24 h pri 37 °C 
(priloga I a). Posamezno kolonijo, ki je zrasla na trdnem gojišču, smo nacepli v 100 mL 
tekočega gojišča Nutrient broth. Bakterije smo gojili pokrite s parafilmom v inkubatorju 24 
h (prekonočna kultura) pri 37 °C ob stresanju pri 160 rpm. Po 24 h inkubacije smo v 500 mL 
tekočega gojišča Nutrient broth odpipetirali 100 µL prekonočne kulture in 500 µL 0,3 % 
(m/V) MnSO4, ki je sprožil sporulacijo bakterij. Erlenmajerico, prekrito s parafilmom, smo 
nato inkubirali 3 dni pri 37 °C, ob stresanju pri 160 rpm. Nato smo zmanjšali stresanje na 
120 rpm in inkubirali še nadaljnje 3 dni. Enkrat dnevno smo pod optičnim mikroskopom 
spremljali razmerje med sporami in vegetativno obliko seva 25.2.M ter barvo samega 
gojišča.  
Celotno gojišče s sporami smo razdelili v 50 mL centrifugirke in jih centrifugirali 5 min pri 
5000 × g in 21 °C (priloga I b). Supernatant smo odstranili, usedlino v posamezni 
centrifugirki pa redispergirali v 5 mL 0,9 % (m/V) NaCl. Vsebine centrifugirk smo združili 
v dve 50 mL centrifugirki in trikrat centrifugirali pod enakimi pogoji, kot je prej opisano. Po 
vsakem centrifugiranju smo odstranili supernatant, usedlino, tj. bakterijske spore, pa sprali 
s 40 mL 0,9 % (m/v) NaCl. Po zadnjem centrifugiranju smo vsebino zbrali v enem vsebniku 
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in dodali 7 mL 0,9 % (m/V) NaCl. Zalogo spor smo hranili več mesecev pri sobni 
temperaturi. 
 
3.5.4 Določanje koncentracije spor z metodo nakapljane plošče  
S pomočjo metode nakapljane plošče smo neposredno določali število spor v zalogi 
(koncentrirani disperziji), posredno pa tudi v polimerni raztopini in nanovlaknih (priloga II). 
Koncentracijo spor smo izrazili kot število kolonijskih enot (CFU) v določenem volumnu 
vzorca. V mikrocentrifugirke smo prenesli po 1 mL vzorca spor v fosfatnem pufru. Vzorce 
*smo večkrat zapored 10× redčili in po vsaki redčitvi vzorec dobro redispergirali z 
vorteksiranjem (60 s) ter premešali s pipetiranjem (10 s), preden smo ga nanesli na trdno 
gojišče. Na vsako polovico trdnega gojišča smo 5× odpipetirali po 10 µL posamezne redčitve 
disperzije spor. Ko so se kapljice vzorca spor po približno 30 min vpile v trdno gojišče, smo 
plošče ovili s parafilmom in jih gojili pri sobnih pogojih. Po 24 h smo prešteli zrasle kolonije. 
Števne so bile tiste plošče, na katerih je zraslo med 5 in 30 kolonij. Število CFU v vzorcu 
smo izračunali po enačbi 1.  
CFU
mL
=
Število CFU v kapljici̅̅ ̅̅ ̅̅ ̅̅ ̅̅ ̅̅ ̅̅ ̅̅ ̅̅ ̅̅ ̅̅ ̅̅ ̅̅ ̅
V (kapljice)
×10n  Enačba 1 
Volumen kapljice je vedno znašal 0,010 mL, n pa je predstavljal število zaporednih 10× 
redčenj disperzije spor. Kadar smo lahko prešteli kolonije in izračunali CFU/mL na ploščah 
pri različnih redčenjih istega vzorca, smo kot rezultat upoštevali povprečje vseh določenih 
CFU/mL.  
 
3.5.5 Vpliv dejavnikov na preživetje spor 
3.5.5.1 Občutljivost spor na izpostavitev organskim topilom 
V okviru tega eksperimenta smo uporabili razredčeno zalogo spor (Z1) s koncentracijo 7,99 
log CFU/mL. Kot pozitivno kontrolo smo uporabili 1 mL vzorca Z1. Postopek priprave 
disperzije spor v različnih topilih je bil v vseh primerih enak (priloga III). Vsebnik z Z1 smo 
vorteksirali 1 min in odpipetirali po 1 mL Z1 v prazne mikrocentrifugirke, ki smo jih nato 
centrifugirali 10 min pri 6000 × g. Po končanem centrifugiranju smo vsem vzorcem 
odstranili supernatant, v posamezno mikrocentrifugirko z usedlino pa odpipetirali 500 µL 
organskega topila ter redispergirali s pomočjo vorteksiranja in inkubirali 18 h pri 21° C. Po 
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končanem inkubiranju smo vzorce centrifugirali 10 min pri 6000 × g, jim odstranili 
supernatant in usedlino spirali z 1 mL fosfatnega pufra. Postopek spiranja, redispergiranja 
in centrifugiranja smo ponovili 3×. V končnih disperzijah spor v fosfatnem pufru smo 
določili preživetje spor. V primeru proučevanja vpliva acetona in ocetne kisline smo naredili 
poskus v treh paralelah. 
 
3.5.5.2 Vpliv koncentracije spor v vzorcu na preživetje v organskem topilu 
Pripravili smo mikrocentrifugirko z 1 mL zaloge spor (Z1) s koncentracijo 7,99 log CFU/mL 
in mikrocentrifugirko z 1 mL disperzije spor s koncentracijo 6,69 log CFU/mL. Oba vzorca 
smo centrifugirali 10 min pri 6000 × g. Supernatant smo odstranili in usedlini dodali 1 mL 
organskega topila (mešanica ocetne kisline in mravljične kisline v razmerju 3:1 (m/m)). 
Vsebino smo redispergirali z vorteksiranjem. Spore smo izpostavili organskemu topilu za 18 
h in nato centrifugirali pod enakimi pogoji, kot je opisano zgoraj. Po odstranitvi supernatanta 
smo usedlino sprali z 1 mL fosfatnega pufra. Postopek centrifugiranja smo ponovili in 
odstranili supernatant ter dodali končni volumen fosfatnega pufra (1 mL). Koncentracijo 
živih spor smo določili z metodo, opisano v podpoglavju 3.5.4.  
 
3.5.5.3 Vpliv časa izpostavitve spor organskemu topilu na njihovo preživetje 
Vpliv časa izpostavitve spor organskemu topilu smo proučevali na primeru vzorcev disperzij 
spor v acetonu in ocetni kislini. Za vsako od topil smo pripravili tri mikrocentrifugirke z 1 
mL 20× redčene zaloge spor Z1 s koncentracijo spor 6,69 log CFU/mL. Vse tri 
mikrocentrifugirke smo centrifugirali 10 min pri 6000 × g. Odstranili smo supernatant, nato 
pa usedlini dodali 0,5 mL organskega topila in v njem redispergirali usedlino spor. V 
posameznih časovnih točkah (0,5 h, 4 h in 18 h) smo vzeli po en vzorec disperzije spor v 
posameznem organskem topilu. Postopek centrifugiranja in spiranja spor s fosfatnim pufrom 
(1 mL) smo ponovili dvakrat. Za primerjavo smo uporabili 1 mL 20× redčene zaloge spor 
Z1, ki smo jo centrifugirali enako kot vzorce v organskih topilih in redispergirali v fosfatnem 
pufru. Določili smo koncentracijo preživelih spor z metodo, opisano v podpoglavju 3.5.4. 
Poskusa v obeh topilih smo izvedli v dveh paralelah. 
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3.5.5.4 Vpliv centrifugiranja v fosfatnem pufru na preživetje spor 
Vpliv centrifugiranja v pufru smo raziskovali na 1 mL 20× redčene zaloge spor Z1. Poskus 
smo izvajali v dveh paralelah. Mikrocentrifugirko z omenjeno količino zaloge spor smo 
centrifugirali 10 min pri 6000 × g in odstranili supernatant. Nato smo trikrat ponovili spiranje 
z 1 mL fosfatnega pufra in centrifugiranje 10 min pri 6000 × g. Po zadnjem dispergiranju v 
fosfatnem pufru smo koncentracijo preživelih spor določili z metodo, opisano v podpoglavju 
3.5.4. Rezultate smo primerjali s koncentracijo spor v izhodnem vzorcu, tj. v zalogi spor. 
 
3.5.6 Priprava raztopin PCL 
Najprej smo natehtali ustrezno količino NaI in ga kvantitativno prenesli v erlenmajerico z 
obrusom. V drugi erlenmajerici smo pripravili ustrezno mešanico topil (zmes acetona, ocetne 
kisline, DMF), jo prelili v erlenmajerico z NaI in na magnetnem mešalu pričeli z mešanjem. 
Dodali smo natehtano količino PCL (preglednica I). Zmes topil in polimera smo pustili 
mešati na magnetnem mešalu 18 h, da je nastala homogena polimerna raztopina. Za 
optimizacijo priprave nanovlaken PCL smo uporabili raztopine PCL, ki so prikazane v 
preglednici I. 
 
Preglednica I: Sestava raztopin PCL za izdelavo nanovlaken. 
 Masni delež PCL  (% 
(m/m)) 
Razmerje topil (m/m) NaI (% 
(m/mraztopine)) 
  Aceton Ocetna kislina DMF  
1 12 30 70 0 0 
2 13 30 70 0 0 
3 14 10 90 0 0 
4 14 15 85 0 0 
5 14 15 85 0 0,03 
6 14 15 85 0 0,10 
7 14 20 80 0 0 
8 14 20 70 10 0 
9 14 30 70 0 0,03 
10 14 30 70 0 0,05 
11 14 30 70 0 0,10 
12 15 30 70 0 0 
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3.5.7 Izdelava vlaken iz PCL z dodatkom PEG ali PEO 
Pripravili smo raztopine PCL z različno vsebnostjo hidrofilnega polimera PEG ali PEO, z 
namenom povečanja poroznosti nastalih nanovlaken (preglednica II). Najprej smo natehtali 
NaI in ga kvantitativno prenesli v erlenmajerico z obrusom. Dodali smo mešanico topil in 
pričeli z mešanjem na magnetnem mešalu. Ob mešanju smo najprej postopoma dodajali PEO 
in nato PCL. Raztopino smo mešali 18 h. Zadnjo uro smo raztopino segrevali na 40 °C, da 
so se vse komponente raztopile. Kot topilo smo vedno uporabljali mešanico acetona in 
ocetne kisline v masnem razmerju 30:70. 
 
Preglednica II: Sestava raztopin PCL s PEG ali PEO za izdelavo nanovlaken. 
 Masni delež 
PCL (%) 
Delež dodanega PEO 
glede na PCL (%) 
Molekulska masa 
PEG/PEO (g/mol) 
NaI 
(% (m/mraztopine)) 
1 14 20 400 / 
2 14 20 1000 / 
3 13 10 35.000 0,10 
4 13 15 35.000 0,10 
5 13 20 35.000 0,10 
6 13 5 400.000 0,10 
7 13 10 400.000 0,10 
8 13 15 400.000 0,10 
9 11 20 400.000 0,10 
10 9 30 400.000 0,10 
11 7 40 400.000 0,10 
12 13 5 900.000 0,10 
13 13 10 900.000 0,10 
14 13 15 900.000 0,10 
15 13 10 4.000.000 0,10 
 
 
3.5.8 Priprava polimernih raztopin z bakterijskimi sporami  
Po končani optimizaciji izdelave nanovlaken smo izbrali formulacijo s čim manjšim 
premerom in čim ožjo porazdelitvijo velikosti. Tako smo pripravili 14 % (m/m) raztopino 
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PCL z 0,1 % (m/m) NaI in dodatkom spor (spore smo izolirali iz 8 mL zaloge spor Z2 s 
koncentracijo 9,78 log CFU/mL) v mešanici acetona in ocetne kisline v masnem razmerju 
30:70 (priloga IV). 8 mL zaloge spor Z2 smo centrifugirali v 15 mL centrifugirki 10 min pri 
6000 × g. Supernatant smo odstranili in usedlini spor dodali 10 mL ocetne kisline. Vsebino 
smo redispergirali s pomočjo vorteksiranja in ponovno centrifugirali pri enakih pogojih. Na 
ta način smo se znebili zaostalega fosfatnega pufra. Dodali smo 10 g ocetne kisline in 
oborino ponovno redispergirali. Disperzijo spor v ocetni kislini smo nato prenesli v 
erlenmajerico s predhodno natehtanim NaI in vzpostavili mešanje na magnetnem mešalu. 
Ob tem smo dodali še preostalo količino topila. Mešali smo 1 h, da je nastala homogena 
disperzija spor, nato pa postopoma dodajali natehtan PCL. Disperzijo smo pustili mešati 18 
h. Pred elektrostatskim sukanjem smo disperzijo za 10 min izpostavili ultrazvoku, da smo se 
znebili zračnih mehurčkov.  
Da bi povečali poroznost nanovlaken PCL, smo v raztopino PCL dodali PEO (molekulske 
mase 400.000 g/mol). Po optimizaciji izdelave vlaken PCL s PEO smo za nadaljnje poskuse 
izbrali naslednjo formulacijo: 7 % (m/m) PCL s 40 % PEO glede na PCL in 0,1 % (m/m) 
NaI v mešanici acetona in ocetne kisline v masnem razmerju 30:70. Priprava disperzije je 
bila enaka kot pri pripravi raztopine PCL s sporami, le da smo poleg PCL v zmesi topil 
raztopili tudi ustrezno količino PEO.  
 
3.5.9 Elektrostatsko sukanje 
Pred začetkom elektrostatskega sukanja smo s 70 % (V/V) etanolom prebrisali celotno 
notranjost komore naprave za elektrostatsko sukanje in sprali notranji sistem šobe. Nato smo 
šobo spirali s topilom, ki smo ga uporabili pri izdelavi polimerne disperzije. Po čiščenju šobe 
smo za pol ure zaprli komoro in prižgali lučko UV. S pripravljeno disperzijo smo napolnili 
5 mL plastično brizgo in jo preko cevke povezali s šobo v komori. Vstavili smo jo na črpalko, 
ki je omogočala nastavljeno hitrostjo pretoka disperzije. Vsa nanovlakna smo sukali pri 20 
°C, 45 % RV in 20 cm razdalji med šobo in zbiralom. Napetost in pretok smo uravnavali 
tako, da so nastajala čim bolj tanka vlakna s čim ožjo porazdelitvijo velikosti, hkrati pa smo 
želeli kontinuirano izdelavo nanovlaken. Pri izdelavi vlaken s probiotiki smo za pripravo 
homogenega vzorca vlaken uporabili rotirajoči valj. Nanj smo prav tako namestili folijo, 
določili območje zbiranja nanovlaken in hitrost vrtenja (100 obratov/min). 
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3.5.10 Analiza morfologije nanovlaken  
3.5.10.1 Analiza morfologije z optičnim mikroskopom 
Sprotno analizo morfologije vlaken smo med samim procesom sukanja spremljali s pomočjo 
optičnega mikroskopa. Objektna stekelca smo pred želenim odvzemom vzorca postavili v 
komoro na zbiralno mizico. Z računalniškim sistemom smo krmilili šobo tako, da smo dobili 
želeni vzorec nanovlaken na stekelcu. Količina nanosa vlaken je bila odvisna od pretoka 
vzorca in od tega, kolikokrat je šoba prečkala stekelce. Stekelca smo vzeli iz komore, jih 
vpeli na mikroskopsko mizico in orientacijsko pregledali morfologijo vzorca pri mali, 
srednji in veliki povečavi.  
 
3.5.10.2 Analiza morfologije z elektronskim mikroskopom 
Natančno analizo morfologije vlaken smo izvedli s pomočjo SEM. Iz našega vzorca na foliji 
smo izrezali manjši vzorec nanovlaken (približno 5×5 mm) in ga z obojestranskim 
prevodnim lepilnim trakom nalepili na nosilce za SEM. Analizo smo izvedli pri pospeševalni 
napetosti 1 kV s pomočjo sekundarnega detektorja. Analizo slik smo v nadaljevanju opravili 
z računalniškim programom ImageJ. Z njim smo premerili debelino vlaken in preučili 
njihovo velikostno porazdelitev. Za vsak vzorec smo izmerili od 50-100 naključno izbranih 
vlaken. 
 
3.5.11 Vrednotenje preživetja spor med postopkom izdelave nanovlaken 
3.5.11.1 Vrednotenje preživetja spor v mešanici organskih topil pred dodatkom 
polimera 
Pred dodatkom polimera smo ugotavljali preživetje bakterijskih spor v zmesi organskih 
topil. V petih alikvotih smo odvzeli iz erlenmajerice z dispergiranimi sporami v disperznem 
mediju (aceton in glacialna ocetna kislina 30:70 (m/m)) po 100 µL disperzije s sporami. 
Disperzijo smo razredčili z 1 ml fosfatnega pufra in centrifugirali 10 min pri 6000 × g. 
Odstranili smo supernatant in sprali spore z 1 mL fosfatnega pufra. Usedlino smo 
redispergirali v pufru in ponovno centrifugirali pri enakih pogojih. Odstranili smo 
supernatant in dodali 1 mL svežega fosfatnega pufra. Količino živih spor v vzorcih smo 
določili z metodo, ki je opisana v podpoglavju 3.5.4. 
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3.5.11.2 Vrednotenje preživetja spor v polimerni disperziji po koncu 
elektrostatskega sukanja 
Po koncu elektrostatskega sukanja smo natehtali približno 100 µL polimerne raztopine s 
sporami v 5 alikvotih. V mikrocentrifugirke smo nato dodali 1 mL ocetne kisline, pomešali 
in vorteksirali. Nato smo vzorce centrifugirali 10 min pri 6000 × g. Supernatant smo zavrgli. 
Dodali smo svežo ocetno kislino (1 mL), redispergirali in ponovno centrifugirali. Po 
odstranitvi supernatanta smo sediment dvakrat spirali s fosfatnim pufrom in centrifugirali. 
Končno disperzijo spor smo pripravili v 1 mL fosfatnega pufra. Količino živih spor v vzorcih 
smo določili z metodo, ki je opisana v podpoglavju 3.5.4.  
 
3.5.11.3 Vrednotenje preživetja spor v nanovlaknih 
Nanovlakna z bakterijami smo shranjevali zavita v predhodno sterilizirani aluminijasti foliji 
v eksikatorju, da so bila zaščitena pred vlago. Zelo homogeno plast (nano)vlaken, 
pripravljeno s pomočjo bobna, smo narezali na približno enako velike pravokotnike. Za vsak 
vzorec smo pripravili 5 paralel. Izrezane dele nanovlaken smo stehtali in jih prenesli v 
mikrocentrifugirke. V vsako smo dodali 1 mL ocetne kisline. Mikrocentrifugirke smo 
vorteksirali in stresali, da se je vzorec vlaken popolnoma raztopil v ocetni kislini. Nato smo 
centrifugirali 10 min pri 6000 × g. Supernatant smo odstranili in usedlino sprali z 1 mL sveže 
ocetne kisline. Sledil je postopek centrifugiranja in spiranja s fosfatnim pufrom (1 mL), ki 
smo ga izvedli dvakrat. Končno koncentracijo živih spor smo določili po enačbi 2. 
CFU
mg
=
Število CFU v kapljici̅̅ ̅̅ ̅̅ ̅̅ ̅̅ ̅̅ ̅̅ ̅̅ ̅̅ ̅̅ ̅̅ ̅̅ ̅̅ ̅ × V (vzorca)
V (kapljice) × m (vlaken)
×10n   Enačba 2 
Masa vlaken je bila odvisna od natehtanega vzorca. Volumen kapljice je vedno znašal 0,010 
mL, n pa je predstavljal število zaporednih 10× redčenj. Kadar smo lahko prešteli kolonije 
in izračunali CFU/mg vlaken na ploščah pri različnih redčenjih istega vzorca, smo kot 
rezultat upoštevali povprečje vseh določenih CFU/mg vlaken.  
 
3.5.12 Sproščanje probiotikov iz vlaken 
3.5.12.1 Sproščanje probiotikov v fosfatni pufer 
Analizirali smo sproščanje spor iz vlaken različne sestave. Pripravili smo (nano)vlakna PCL 
in PCL/PEO s sporami. Iz vzorca posameznih (nano)vlaken smo izrezali 5 približno enakih 
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kosov, dimenzije 3 × 2 cm. Koščke vlaken smo stehtali in jih prenesli v viale, v katere smo 
nato odmerili po 20 mL fosfatnega pufra s pH 7,4 in jih zaprli. Sproščanje spor iz 
(nano)vlaken je potekalo v inkubatorju pri 37 °C, ob stresanju pri 120 rpm. Po 1 h, 2 h, 4 h, 
8 h, 24 h, 1 tednu, 2 tednih in 3 tednih smo iz vial v mikrocentrifugirke odpipetirali 10× 10 
µL neposredno na trdno gojišče, 100 µL pa smo odpipetirali za rezervo. Pri vzorcih 
nanovlaken iz samega PCL odvzetega vzorca ni bilo potrebno redčiti. Na ploščah smo s 
štetjem kolonij določili število živih spor v vzorcu. Pri vzorcih iz PCL z dodanim PEO pa 
smo morali odvzete vzorce redčiti. Število sproščenih živih spor smo določili z metodo, ki 
je opisana v podpoglavju 3.5.11.3.  
 
3.5.12.2 Razvoj kolonij iz (nano)vlaken s sporami 
Iz obeh različic polimernih (nano)vlaken s probiotiki smo izrezali približno enake vzorce 
(nano)vlaken (1 cm × 1 cm). Vzorce smo prenesli na sredino trdnega gojišča. Plošče smo 
zatesnili s parafilmom in opazovali pri sobnih pogojih rast kolonij. Merili smo pas 
bakterijskih kolonij, sproščenih iz (nano)vlaken. S pomočjo programa ImageJ smo v enakih 
časovnih točkah premerili debelino pasu kolonij. Na vsaki strani (nano)vlaken smo opravili 
več meritev, nato pa izračunali povprečni prirast v mm (slika 5). 
 
Slika 5: Prikaz mest merjenja debeline pasu z bakterijskimi kolonijami, ki prehajajo iz (nano)vlaken. 
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4. Rezultati in razprava 
4.1 Preživetje bakterijskih spor v organskih topilih 
4.1.1 Vpliv disperznega medija na preživetje bakterijskih spor 
Prvi del raziskovalnega dela je bil namenjen iskanju ustreznega organskega topila, ki bi 
zadostilo trem ključnim kriterijem:  
(i) zagotovilo ustrezno topnost PCL,  
(ii) omogočilo visoko preživetje spor in  
(iii) omogočilo izdelavo nanovlaken z elektrostatskim sukanjem iz polimerne 
raztopine, pripravljene z izbranim organskim topilom ali njegovo zmesjo.  
 
Nabor topil, iz katerih smo izhajali in v njih proučevali preživetje spor, je temeljil na 
podatkih iz različnih znanstvenih člankov, v katerih so opisovali dobro topnost PCL v 
izbranih organskih topilih in uspešno pripravo elektrostatsko sukanih nanovlaken PCL iz teh 
raztopin (31, 45).  
Preživetje spor v organskih topili smo vrednotili tako, da smo zamenjali medij, v katerem so 
bile spore dispergirane, tj. 0,9 % (m/V) NaCl z organskim topilom. Opazili smo, da so se v 
nekaterih topilih spore dispergirale bolje kot v drugih (priloga V). Zelo dobro so se spore 
dispergirale v fosfatnem pufru, DMF, ocetni kislini in metanolu. Veliko težav z 
dispergiranjem spor pa smo imeli v acetonu in etanolu, medtem ko usedline spor v 
kloroformu ni bilo mogoče dispergirati, saj je plavala na površini topila. 
Preživetje spor je bilo dobro v fosfatnem pufru, saj se število živih spor v 18 h ni spremenilo. 
Organska topila pa so negativno vplivala na preživetje spor, saj je bil opazen padec števila 
živih spor (slika 6). Izkazalo se je, da je med izbranimi organskimi topili aceton najmanj 
toksičen za spore izbranega seva. Glede na preživetje spor v fosfatnem pufru se je preživetje 
spor v acetonu zmanjšalo za 1,1 log enote, v etanolu za 1,6 log enote, v DMF za 1,9 log 
enote in v ocetni kislini za 2,1 log enot. Najmanj spor je preživelo izpostavitev metanolu, 
medtem ko preživetja spor po izpostavitvi kloroformu nismo določali, saj so spore agregirale 
in plavale na površini disperznega medija. Ker smo v literaturi (31, 45, 46) zasledili, da se 
pri elektrostatskem sukanju raztopine PCL pogosto uporabljajo mešanice topil kloroform in 
aceton (1:3 (m/m)) ter ocetna in mravljična kislina (3:1 (m/m)) (slika 6), smo preučevali tudi 
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preživetje spor v teh mešanicah. V mešanici kloroforma in acetona je bil upad živih spor za 
1,1 log CFU/mL, v mešanici ocetne in mravljične kisline pa za 3,7 log CFU/mL. 
 
 
Slika 6: Število živih spor po 18 h inkubacije v različnih disperznih medijih. 
 
4.1.2 Vpliv koncentracije spor v organskem topilu na njihovo preživetje  
Z eksperimentom smo želeli ugotoviti, ali koncentracija spor v organskem topilu vpliva na 
njihovo preživetje. Poskus smo izvajali v mešanici ocetne in mravljične kisline (3:1 (m/m)). 
Glede na določanje živih spor po inkubaciji v mešanici topil (CFU/mL) in upoštevanju 20× 
redčenja smo ugotovili, da med obema vzorcema ni bistvenih razlik v deležu preživelih spor 
(slika 7). Znotraj populacije spor obstaja delež spor, ki ima boljšo odpornost na prisotnost 
topila, in ta delež spor preživi, ne glede na celokupno koncentracijo spor v disperznem 
mediju. Tudi pod optičnim mikroskopom smo opazili, da so bile nekatere spore nekoliko 
večje in imele na videz debelejšo steno, ki verjetno preprečuje vdor agresivnih kemikalij v 
notranjost spor.  
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Slika 7: Zmanjšanje števila živih spor po 18 h izpostavitvi mešanici ocetne in mravljične kisline (3 : 1 (m/m)). 
 
4.1.3 Preživetje spor glede na čas izpostavitve organskemu topilu 
Polimerno raztopino PCL v mešanici acetona in ocetne kisline (30:70 (m/m)), ki smo jo 
uporabili za izdelavo nanovlaken, smo mešali 18 h na magnetnem mešalu. Zato je bilo 
potrebno preveriti, kakšen učinek ima topilo na preživetje spor glede na čas izpostavitve. Pri 
uporabi acetona smo opazili, da se število živih spor zmanjša takoj po stiku s topilom (slika 
8). Takoj po stiku topilo agresivno deluje na spore, zato tiste s slabšo zaščito pred zunanjimi 
dejavniki umrejo. Nadaljnja izpostavitev acetonu na preživetje spor ne vpliva več bistveno, 
saj je po 4 h v acetonu preživelo 7,17 log CFU/mL spor, po 18 h pa 7,21 log CFU/mL od 
začetnih 8,15 log CFU/mL. Rezultati kažejo, da čas izpostavitve bistveno ne vpliva na 
preživetje spor v acetonu.  
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Slika 8: Zmanjšanje števila živih spor glede na čas izpostavljenosti acetonu. 
 
V primeru uporabe ocetne kisline smo opazili podoben vpliv na preživetje spor (slika 9). 
Največje zmanjšanje števila živih spor smo opazili po prvih 30 minutah inkubiranja v ocetni 
kislini. Število živih spor se je iz 8,15 log CFU/mL zmanjšalo na 6,87 log CFU/mL. Pri 
nadaljnjem inkubiranju se je v prvih 4 h število živih spor še rahlo zmanjšalo na 6,51 log 
CFU/mL, nato pa se število živih spor več ni bistveno spreminjalo. Po 18 urah inkubiranja 
se je število živih spor glede na začetno vrednost zmanjšalo za 1,59 log CFU/mL. Ugotovili 
smo, da je vpliv ocetne kisline na preživetje spor bolj izrazit kot vpliv acetona.  
 
 
Slika 9: Zmanjšanje števila živih spor spor glede na čas izpostavljenosti  ocetni kislini. 
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4.2 Vpliv centrifugiranja disperzije spor v različnih topilih  
Pri delu smo pogosto uporabljali centrifugiranje, saj je omogočilo zamenjavo medija, v 
katerem se bile spore dispergirane. Tako smo centrifugirali vzorce spor pri pripravi raztopin 
PCL s sporami vrednotenju preživetja spor v organskih topilih in nanovlaknih. Zaradi 
pogoste uporabe centrifugiranja nas je zanimalo, ali med tem postopkom nastanejo znatne 
izgube spor. 
 
4.2.1 Vpliv centrifugiranja spor v fosfatnem pufru 
Za določevanje koncentracije spor v vzorcu smo v zadnji fazi postopka spore vedno spirali 
in centrifugirali v fosfatnem pufru. Po treh zaporednih korakih spiranja in centrifugiranja v 
fosfatnem pufru smo ugotovili, da centrifugiranje pri uporabljenih pogojih ne povzroči 
znatne izgube spor (slika 10). V mikrocentrifugirki, v kateri spor nismo izpostavljali 
centrifugiranju in spiranju, smo določili 8,18 log CFU/mL. V vzorcu, ki je bil trikrat 
centrifugiran in spran s fosfatnim pufrom, smo določili 8,19 log CFU/mL. Iz dobljenih 
rezultatov lahko sklepamo, da med postopkom centrifugiranja in odstranjevanja 
supernatanta praktično ne izgubljamo spor. 
 
 
Slika 10: Vpliv centrifugiranja in spiranja v fosfatnem pufru na število živih spor v vzorcu. 
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4.3 Izdelava nanovlaken iz raztopine PCL 
Cilj magistrske naloge je bil tudi izdelati čim tanjša nanovlakna s čim ožjo porazdelitvijo 
velikosti, v katera je mogoče vgraditi spore izbranega potencialnega probiotika. 
Raziskovalno delo smo začeli z iskanjem ustreznega topila za elektrostatsko sukanje. Zaradi 
težav z zasuševanjem smo optimizirali mešanico topil, tako da smo spreminjali delež njenih 
komponent v zmesi. Po izboru ustrezne mešanice topil smo raziskovali vpliv koncentracije 
polimera na elektrostatsko sukanje in izbrali formulacijo, iz katere so nastajala najtanjša 
nanovlakna brez vozlov. Z dodajanjem elektrolita (NaI) smo želeli povečati prevodnost 
polimerne raztopine in s tem doseči tanjši premer vlaken in ožjo porazdelitev njihove 
velikosti. 
 
4.3.1 Izbira ustreznega topila za izdelavo nanovlaken iz PCL 
Izbira topila je temeljila na rezultatih preživetja spor v različnih topilih. V ožji izbor smo 
tako uvrstili aceton, glacialno ocetno kislino, kloroform in DMF. Drugi kriterij, ki smo ga 
morali upoštevati, je bila topnost polimera. S pomočjo literature smo ugotovili, da je PCL 
delno do zelo dobro topen v glacialni ocetni kislini in kloroformu. Delno se raztaplja tudi v 
acetonu, medtem ko je v DMF zelo slabo topen. Pomemben kriterij pri izbiri topila je bila 
tudi dielektrična konstanta topila. V praksi se raztopine s topili z višjo dielektrično konstanto 
bolje elektrostatsko sukajo. Kloroform ima najnižjo dielektrično konstanto, ki znaša pri 20 
°C 4,8. Sledi mu ocetna kislina s 6,2, nato aceton z 20,6. DMF ima najvišjo dielektrično 
konstanto z vrednostjo 36,7 (37). Kljub majhnim zaostankom topil v nanovlaknih smo se 
želeli izogniti uporabi kloroforma zaradi njegove kancerogenosti. V znanstvenih člankih 
smo zasledili, da je za izdelavo nanovlaken PCL primerna mešanica acetona in ocetne kisline 
(30:70 (m/m)) (45, 46). Omenjena mešanica je bila tako izhodišče za naše nadaljnje 
preskuse. 
 
4.3.2 Vpliv koncentracije polimera na debelino nanovlaken 
Koncentracija raztopine polimera za elektrostatsko sukanje pomembno vpliva na debelino 
nanovlaken in njihove strukturne značilnosti. Tekom optimizacije izdelave nanovlaken smo 
poskušali izdelati vlakna iz raztopin PCL z 12-15 % (m/m) polimera (preglednica III). Kot 
topilo smo uporabili zmes acetona in ocetne kisline (30:70 (m/m)).  
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Preglednica III: Raztopine z različnim deležem PCL v mešanici topil (A:AA=30:70) in procesni parametri elektrostatskega 
sukanja. 
Oznaka 
vzorca 
Masni delež PCL 
(m/m %) 
Razmerje topil v 
zmesi  (m/m ) 
Razdalja med 
iglo in 
zbiralom (cm) 
Električna 
napetost 
(kV) 
Pretok 
črpalke 
(µL/h) 
S1 12 A:AA=30:70 20 16 600 
S2 13 A:AA=30:70 20 16 900 
S3 14 A:AA=30:70 20 15 1200 
S4 15 A:AA=30:70 20 15 1400 
 
Pričeli smo s sukanjem vzorca S1 z najnižjo vsebnostjo PCL. Viskoznost polimerne 
raztopine je bila ustrezna, zato nismo imeli težav z njenim pretokom. Elektrostatsko sukanje 
je potekalo kontinuirano pri električni napetosti 15-16 kV. S povečanjem električne napetosti 
s 15 kV na 16 kV smo dosegli zmanjšanje Taylorjevega stožca. Sčasoma so se ob 
nastajajočem nanovlaknu začela nabirati kratka zasušena nanovlakna, ki pa procesa sukanja 
niso motila. 
Z dvigom koncentracije PCL pri vzorcu S2 se je povečala tudi viskoznost, vendar ni ovirala 
pretoka polimerne raztopine. Idealno območje električne napetosti za nemoteno 
elektrostatsko sukanje je bilo 15-16 kV. Z opazovanjem pod optičnim mikroskopom smo 
ugotovili, da nastajajo polidisperzna nanovlakna. Velikostno porazdelitev smo želeli 
izboljšati z negativno napetostjo na zbiralu, ki smo jo spreminjali med 0 in -5 kV, vendar do 
izboljšanja enakomernosti debeline nanovlaken ni prišlo.  
Raztopina vzorca S3 je bila bolj viskozna, zato smo morali za kontinuiran curek povečati 
njen pretok. Najboljše kontinuirano sukanje je potekalo pri električni napetosti 14-15 kV. Po 
daljšem času elektrostatskega sukanja so nastala zasušena kratka stranska nanovlakna, ki so 
motila tvorbo idealnega Taylorjevega stožca. Razlog za zasuševanje je bil hlapljiv aceton, 
poleg tega pa je k zasuševanju pripomogla tudi velika viskoznost raztopine. Po daljšem času 
elektrostatskega sukanja smo morali obrisati šobo in odstraniti zasušena nanovlakna, nato 
pa smo z elektrostatskim sukanjem lahko nadaljevali.  
Pri vzorcu S4 smo imeli težavo že z raztapljanjem polimera. Da se je ves polimer raztopil, 
smo morali vzorec segrevati na 45 °C, 90 min ob konstantnem mešanju. Težko je bilo doseči 
pogoje, ki bi zagotovili kontinuirano elektrostatsko sukanje. Zaradi velike viskoznosti in 
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hlapnosti acetona kontinuirano elektrostatsko sukanje ni trajalo več kot 5 min, zato smo 
mogali zelo pogosto čistiti iglo.  
Pri vzorcih S1 in S2 je elektrostatsko sukanje potekalo kontinuirano dalj časa, vendar smo 
pri analizi SEM v strukturi nanovlaken opazili vozle (slika 11). Nanovlakna, ki smo jih 
izdelali iz manj koncentriranih raztopin polimera, so imela manjše premere in ožjo 
velikostno porazdelitev premerov. Vzorca S3 in S4 sta bila zaradi viskoznosti in zasuševanja 
težavnejša za izdelavo nanovlaken, vendar pa v strukturi izdelanih nanovlaken ni bilo 
vozlov. Pri bolj koncentriranih vzorcih (14 in 15 % (m/m)) smo pri manjših povečavah 
opazili tudi vlakna s premeri mikrometrskih velikosti. Zaradi pojava vozlov pri nižjih 
koncentracijah polimera (12 in 13 % (m/m)) in težav z raztapljanjem PCL pri najvišji 
proučevani koncentraciji (15 % (m/m)) ter nekontinuiranosti procesa elektrostatskega 
sukanja smo se odločili, da za nadaljnje poskuse uporabimo 14 % (m/m) raztopino PCL. 
 
 
Slika 11: Struktura nanovlaken pod mikroskopom SEM. Vzorec S1 (A,a), S2 (B,b), S3 (C,c) in S4 (D,d). Slike s premeri pod 
večjo povečavo (zgoraj) in slike pod manjšo povečavo (spodaj). 
 
4.3.3 Vpliv mešanic topil na strukturo nanovlaken 
V nadaljevanju smo želeli izboljšati proces elektrostatskega sukanja z optimizacijo mešanice 
topil, ki smo jo uporabili za pripravo 14 % (m/m) raztopine PCL. Izhajali smo iz zmesi 
acetona in ocetne kisline ter pripravili mešanice v različnih razmerjih (preglednica IV). V 
enem primeru pa smo preizkusili tudi dodatek DMF k mešanici obeh topil.  
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Preglednica IV: Raztopine 14 % (m/m) PCL za elektrostatsko sukanje, sestava mešanice topil in procesni parametri 
elektrostatskega sukanja. 
Oznaka 
vzorca 
Masni delež 
PCL (m/m %) 
Razmerje topil v zmesi 
(m/m) 
Razdalja 
med iglo in 
zbiralom 
(cm) 
Električna 
napetost 
(kV) 
Pretok 
črpalke 
(µL/h) 
S5 14 A:AA=10:90 20 18 700 
S6 14 A:AA=15:85 20 16 700 
S7 14 A:AA=20:80 20 16 1200 
S8 14 DMF:A:AA=10:20:70 20 15 1200 
 
Vzorec S5 smo elektrostatsko sukali pri napetosti 15-20 kV. S težavo smo dosegali 
vzpostavitev ustreznega Taylorjevega stožca, saj je bil le-ta nestabilen. Najprej smo nastavili 
pogoje, pri katerih je bil Taylorjev stožec idealen, vendar se je čez čas iz njega pocedil večji 
curek. Na zbiralu smo opazili kapljice polimerne raztopine. Pri pretoku 700 µL/h je bilo 
elektrostatsko sukanje kontinuirano dalj časa.  
Vzorec S6 smo elektrostatsko sukali pri 15-17 kV. Zaradi manjšega deleža acetona v 
polimerni raztopini pri nižjih napetostih ni prihajalo do zasuševanja. Težav s kapljanjem na 
zbiralo nismo imeli. Kapljica se je le na začetku odtrgala od igle in padla na zbiralo, nato pa 
je elektrostatsko sukanje potekalo kontinuirano dalj časa. 
Elektrostatsko sukanje raztopine S7 je brez težav potekalo kontinuirano več ur. 
Mešanici topil smo v vzorcu S8 dodali še tretjo komponento, tj. DMF, in tako pripravili 
raztopino PCL v zmesi treh topil. Za to potezo smo se odločili, ker ima DMF visoko 
dielektrično konstanto in je v literaturi omenjen kot perspektivno topilo za elektrostatsko 
sukanje (37). Težava je bila slaba topnost PCL v DMF, zato smo morali poleg mešanja 
raztopino tudi segrevati, da se je polimer raztopil. Elektrostatsko sukanje te raztopine je 
potekalo kontinuirano več kot 15 min.  
Pri vzorcu S5 je zaradi manjšega deleža acetona v zmesi topil prihajalo do kapljanja 
polimerne raztopine. Pri zmeseh topil z večjim deležem acetona tega pojava nismo opazili. 
Pri vseh vzorcih so se ob glavnem curku pojavila manjša zasušena nanovlakna, ki procesa 
elektrostatskega sukanja niso motila. Izdelana nanovlakna smo analizirali pod optičnim in 
SEM mikroskopom (slika 12). Raztopini S5 in S6 sta se lepo elektrostatsko sukali, vendar 
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smo pri SEM analizi opazili posamezne zadebeljene dele nanovlaken. Nanolakna so imela 
široko porazdelitev velikosti. Pri vzorcu S7 nismo opazili vozlov. Nanovakna so bila tanjša, 
vendar je bila velikostna porazdelitev še vedno zelo široka. Vlakna iz vzorca z dodatkom 
DMF so se kontinuirano sukala, a smo že po pregledu vlaken pod optičnim mikroskopom 
ugotovili, da so mikrometrskih velikosti in zelo različnih debelin. Največji potencial za 
nadalnje delo so imela nanovlakna, ki smo jih izdelali iz 14 % (m/m) raztopine PCL v 
mešanicah acetona in ocetne kisline (20:80 (m/m)) in (30:70 (m/m)) iz prejšnjega sklopa 
poskusov (vzorec S3). Nanovlakna, pripravljena iz prve mešanice topil, so bila najtanjša in 
z ozko porazdelitvijo velikosti ter brez vozlov.Vlakna vzorca S3 so bila debelejša in s širšo 
porazdelitvijo velikosti, vendar v njihovi strukturi nismo opazili vozlov in podobnih 
zadebeljenih struktur. 
 
 
Slika 12: SEM slike nanovlaken s premeri, ki smo jih izdelali iz 14 % (m/m) raztopine PCL v različnih mešanicah topila. 
Vzorec S5 (A,a), S6 (B,b), S7 (C,c) in S8 (D,d). Zgoraj (večja povečava), spodaj (manjša povečava). 
 
4.3.4 Vpliv povečanja prevodnosti polimerne raztopine na premer in 
porazdelitev velikosti 
Z optimizacijo koncentracije polimerne raztopine in mešanice topil nismo uspeli izdelati 
monodisperznih nanovlaken z ustrezno majhnim premerom. V literaturi smo zasledili 
podatek, da ima na premer nanovlaken in porazdelitev velikosti velik vpliv prevodnost 
polimerne raztopine (47). Za povečanje prevodnosti smo tako raztopini dodali elektrolit. 
Literaturni viri so navajali uporabo NaI (48). Pripravili smo 14 % (m/m) raztopine PCL, ki 
smo jim dodali NaI. Raztopine smo pripravili v najperspektivnejših mešanicah topil.  
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Za začetek smo izmerili prevodnost 14 % (m/m) raztopin PCL v osnovnih mešanicah acetona 
in ocetne kisline (preglednica V). Povečevali smo delež acetona v zmesi topil in opazovali, 
kako se spreminja prevodnost raztopine. Ugotovili smo, da se prevodnost nekoliko poveča 
z večanjem deleža acetona v zmesi topil. Podatke o debelini nanovlaken in porazdelitvi 
velikosti smo primerjali s prevodnostmi polimernih raztopin. Rezultati kažejo, da minimalno 
povečanje prevodnosti polimerne raztopine ne vodi v izdelavo tanjših nanovlaken. Znatnejši 
vpliv na debelino nanovlaken in porazdelitev velikosti smo opazili pri večjem povečanju 
prevodnosti polimerne raztopine. 
 
Preglednica V: Vpliv sestave mešanice topil (aceton in ocetna kislina) na prevodnost polimerne raztopine in premer 
nanovlaken. 
Topilo - mešanica acetona in 
ocetne kisline (m/m) 
Prevodnost  
(µS/cm) 
Premer nanovlaken  
(nm) 
10:90 3,2 483 ± 296 
15:85 5,4 556 ± 412 
30:70 9,7 690 ± 351 
 
V nadaljevanju smo raztopinam dodajali elektrolit, saj smo želeli doseči večje povečanje 
prevodnosti. Pričakovali smo, da se bodo večje spremembe v prevodnosti polimerne 
raztopine znatno poznale tudi na debelini nanovlaken. 
 
4.3.4.1 Vpliv prevodnosti 14 % (m/m) raztopine PCL na lastnosti nanovlaken 
Vpliv dodatka elektrolita smo proučevali na polimernih raztopinah, pri katerih smo kot topilo 
uporabili mešanico acetona in ocetne kisline (15:85 (m/m)). Pripravili smo osnovno 
polimerno raztopino in raztopini z dodatkom NaI (preglednica VI).  
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Preglednica VI: Raztopine 14 % (m/m) PCL za elektrostatsko sukanje, sestava mešanice topil, delež elektrolita in procesni 
parametri elektrostatskega sukanja. 
Oznaka 
vzorca 
Masni delež PCL 
(% (m/m)) 
Razmerje topil 
v zmesi 
(m/m) 
NaI 
(% (m/mraztopine) 
Električna 
napetost 
(kV) 
Pretok 
(µL/h) 
S9 14 A:AA=15:85 0,00 15 750 
S10 14 A:AA=15:85 0,03 17 1000 
S11 14 A:AA=15:85 0,10 17 1000 
 
Že zelo majhna količina dodanega elektrolita je znatno povečala prevodnost polimerne 
raztopine. Pri dodatku 0,10 % (m/mraztopine) NaI se je prevodnost polimerne raztopine 
povečala za približno 26×, in sicer iz 5,4 µS/cm na 142,4 µS/cm. Pripravljene raztopine smo 
nato tudi elektrostatsko sukali in primerjali povprečne premere nanovlaken. 
Vzorec S10 smo elektrostatsko sukali pri električni napetosti 16-17 kV. Pod veliko povečavo 
optičnega mikroskopa smo opazili, da so nanovlakna bolj homogena po velikosti kot 
nanovlakna, izdelana iz raztopine enake koncentracije PCL, brez dodanega elektrolita (S9).  
Vzorec S11 smo elektrostatsko sukali pri višji napetosti, in sicer pri 17 kV in pretoku 1000 
µL/h. Že po nekaj minutah je prihajalo do zasuševanja, zato smo morali pogosto čistiti iglo.  
Nobenega od vzorcev S10 in S11 nismo mogli elektrostatsko sukati dlje od petih minut. 
Posneli smo vzorce pod SEM in primerjali debeline ter porazdelitev velikosti nanovlaken 
(slika 13). Nanovlakna vzorca S9 so najbolj polidisperzna. V strukturi lahko opazimo poleg 
tankih tudi zelo debela vlakna in zadebelitve vlaken. Verjetno so takšne strukture nastale 
zaradi nepopolnega raztezanja curka polimerne raztopine. Prisotni so tudi vozli, ki so na sliki 
SEM označeni z zelenimi krogi. Vzorec S10 ima v primerjavi z vzorcem S9 manj 
zadebeljenih struktur, še vedno pa so vidna debelejša vlakna mikrometrskih velikosti, vendar 
je le-teh manj. Vozlov na slikah SEM vzorca S10 nismo opazili. Pri vzorcu S11 z največjo 
prevodnostjo smo pričakovali najtanjša vlakna z ozko porazdelitvijo velikosti. Velikost 
nanovlaken je sicer manj heterogena, vendar je povprečni premer nanovlaken še vedno velik. 
Na sliki SEM vzorca S11 so vidna vlakna z zelo velikim premerom, a brez vozlov. 
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Slika 13: Slike SEM nanovlaken s premeri, ki smo jih izdelali iz vzorcev S9 (A), S10 (B) in S11 (C). Prevodnost polimernih 
raztopin je naraščala od S9 do S11. 
 
Ugotovili smo, da je dodatek elektrolita pripomogel k izdelavi nekoliko tanjših nanovlaken, 
z bolj homogeno porazdelitvijo velikosti. Dodatek 0,03 % (m/mraztopine) NaI je pripomogel k 
zmanjšanju povprečnega premera za približno 15 % glede na vlakna z enako sestavo, a brez 
elektrolita. Pri vzorcu z 0,10 % (m/mraztopine) NaI pa se je povprečni premer nanovlaken 
zmanjšal za približno 24 %. Z dodatkom elektrolita smo dosegli bolj homogeno porazdelitev 
velikosti nanovlaken.  
Preučili smo tudi vpliv povečanja prevodnosti polimernih raztopin, ki smo jih pripravili z 
mešanico acetona in ocetne kisline (30:70 (m/m)) (preglednica VII). Vsaki raztopini smo 
izmerili prevodnost in nato iz njih izdelali nanovlakna ter jih ovrednotili. Majhni dodatki 
NaI so tudi pri teh vzorcih povzročili znatno spremembo prevodnosti polimerne raztopine 
(preglednica VII). Pri 0,03 % (m/mraztopine) in 0,05 % (m/mraztopine) dodatku NaI je povečanje 
prevodnosti majhno, medtem ko je pri raztopini z 0,10 % (m/mraztopine) NaI povečanje 
prevodnosti veliko bolj izrazito.  
 
Preglednica VII: Raztopine 14 % (m/m) PCL za elektrostatsko sukanje, sestava mešanice topil, delež elektrolita in procesni 
parametri elektrostatskega sukanja. 
Oznaka 
vzorca 
Masni 
delež 
PCL 
(m/m %) 
Razmerje topil 
v zmesi 
(m/m) 
NaI 
(% m/mraztopine) 
Prevodnost 
(µS/cm) 
Električna 
napetost 
(kV) 
Pretok 
(µL/h) 
S12 14 A:AA=30:70 0,03 33,2 15 600 
S13 14 A:AA=30:70 0,05 52,7 15 700 
S14 14 A:AA=30:70 0,10 246,0 16 900 
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Vzorec S12 smo elektrostatsko sukali pri električni napetosti 15-16 kV. Večja prevodnost 
(kot v raztopini S3) je vplivala na hitrejše zasuševanje, zato je bilo treba po nekaj minutah 
elektrostatskega sukanja iglo obrisati. 
Vzorec S13 smo elektrostatsko sukali pri 15 kV in pretoku 700 µL/h. Pod optičnim 
mikroskopom so se zdela vlakna tanjša kot pri vzorcu S13. 
Vlakna vzorca S14 so bila pod optičnim mikroskopom tanjša kot pri vzorcu S3 brez dodatka 
elektrolita. Pri visokih napetostih je prej prihajalo do zasuševanja igle, zato smo sukali 
nanovlakna pri nižjih napetostih. Pri povečanju prevodnosti je bilo težko izbrati pogoje 
procesa, pri katerih bi bil Taylorjev stožec kontinuiran, saj je prihajalo do preskakovanja 
elektrostatskega sukanja. Vzorce za SEM smo pripravili pri 16 kV in 900 µL/h. Ob igli so 
se tvorila zasušena nanovlakna, ki so po približno petih minutah preprečila nadaljnji proces 
elektrostatskega sukanja.  
Na podlagi slik SEM, ki smo jih posneli, lahko zaključimo, da so bila nanovlakna, ki smo 
jih izdelali iz raztopin z dodatkom elektrolita, tanjša in bolj enakomernih debelin kot 
nanovlakna, ki smo jih izdelali brez dodatka elektrolita (slika 14). Med vzorcema z 
dodatkom 0,03 % (m/mraztopina) NaI in 0,05 % (m/mraztopina) NaI nismo opazili bistvenih 
razlik, saj so imela nanovlakna obeh vzorcev približno enako debelino in porazdelitev 
velikosti. Nekatera vlakna so imela v svoji strukturi zadebeljene predele, ki so verjetno 
nastali kot posledica nepopolne raztegnitve curka polimerne raztopine. Vozlov nismo opazili 
v nobenem od vzorcev. Slika SEM vzorca z 0,10 % (m/mraztopina) NaI kaže tanjša vlakna in 
ožjo porazdelitev njihove velikosti (slika 14 C).  
 
Slika 14: Slika SEM nanovlaken s premeri, ki smo jih izdelali iz vzorcev S13 (A,a), S14 (B, b) in S15 (C,c). Prevodnost 
polimernih raztopin je naraščala od S13 do S15. Zgoraj (večja povečava), spodaj (manjša povečava). 
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Ugotovili smo, da že manjši dodatek elektrolita (0,03 % (m/mraztopina) in 0,05 % (m/mraztopina) 
NaI vodi v nastanek tanjših nanovlaken glede na vzorec brez dodanega NaI. Pri manjših 
koncentracijah NaI imajo nanovlakna široko velikostno porazdelitev premerov. Pri 0,10 % 
(m/mraztopina) NaI so imela vlakna v povprečju najmanjši premer in najožjo porazdelitev 
velikosti. 
 
4.4 Izdelava vlaken iz PCL in dodatkom PEG in PEO 
Na slikah SEM nanovlaken iz PCL smo lahko opazili, da so nanovlakna relativno gladka 
brez vidnih por. Odločili smo se, da pripravimo polimerno raztopino, ki bo omogočala 
izdelavo bolj poroznih nanovlaken. Prisotnost por bakterijam omogoča olajšan dostop do 
gojišča. Predpostavljamo, da je v vlaknih iz PCL ta dostop zelo otežen. Naš cilj je bil 
povečanje poroznosti do take mere, da bi bakterije ostale ujete v nanovlaknih in se znotraj 
njih po vzkalitvi ne bi razmnoževale.  
 
4.4.1 Izdelava vlaken iz PCL z dodatkom PEG 
Pripravili smo 14 % (m/m) raztopino PCL in dodali 20 % PEG glede na PCL (preglednica 
VIII).  
 
Preglednica VIII: Sestava polimernih raztopin z dodanim PEG in pogoji elektrostatskega sukanja. 
Oznaka 
vzorca 
Masni 
delež PCL  
(% (m/m)) 
Mn PEG 
(g/mol) 
Delež 
PEG 
glede na 
PCL (%) 
Razmerje topil 
v zmesi 
 (m/m) 
Električna 
napetost 
(kV) 
Pretok  
(µL/h) 
S15 14 400 20 A:AA=30:70 16 1200 
S16 14 1000 20 A:AA=30:70 16 1200 
S17 13 35.000 10 A:AA=30:70 12 700 
S18 13 35.000 15 A:AA=30:70 12 900 
S19 13 35.000 20 A:AA=30:70 11 1200 
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Elektrostatsko sukanje vzorcev S15 in S16 je bilo težavno, saj se je bil pri vzorcu S15 na 
začetku elektrostatskega sukanja majhen in stabilen Taylorjev stožec, nato pa se je iz njega 
tvorila kapljica, pri vzorcu S16 pa Taylorjev stožec ni bil stabilen, saj se je takoj na začetku 
elektrostatskega sukanja začel povečevati in se čez čas zasušil. Pri elektrostatskem sukanju 
obeh vzorcev so se na zbiralu namesto nanovlaken tvorile puhaste tvorbe, ki so spominjale 
na vato. Pod optičnim mikroskopom so imela vlakna zelo velik premer. Iz debelejših vlaken 
so »izraščala« zelo tanka in kratka vlakna. Po dodatku PEG raztopini PCL smo opazili 
spremenjene reološke lastnosti. Raztopini sta bili manj viskozni kot raztopina samega PCL. 
Raztopini z dodatkom PEG nista imeli ustreznega potenciala za nadaljnje delo, zato smo v 
nadaljevanju kot dodatek k PCL uporabili PEO. 
Elektrostatsko sukanje vzorcev S17, S18 in S19 je potekalo zelo podobno. Vse tri raztopine 
so bile manj viskozne kot raztopina 14 % (m/m) PCL za elektrostatsko sukanje. Spremenjene 
reološke lastnosti so bile lahko posledica dodatka PEG v formulacijo. Taylorjev stožec pri 
teh vzorcih ni bil stabilen, kar pomeni, da je bil stabilen približno eno minuto, nato pa se je 
polimerna raztopina pocedila. Pod optičnim mikroskopom smo opazili, da nastajajo debela 
in tanka vlakna. Vidna je bila svetlejša notranjost vlaken, zato smo sklepali, da so nastala 
vlakna mikrometrskih velikosti. Po 20 min elektrostatskega sukanja smo na zbiralu opazili 
veliko kapljic polimerne raztopine, zato je bil tak vzorec neprimeren za nadaljnje raziskave. 
 
 4.4.2 Izdelava vlaken iz PCL z dodatkom PEO 
Pripravili smo PCL raztopine z dodatkom PEO različnih molekulskih mas (preglednica IX). 
Kot topilo smo uporabili mešanico acetona in ocetne kisline v masnem razmerju 30:70.  
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Preglednica IX: Raztopine 13 % (m/m) PCL z dodatkom PEO različnih molekulskih mas in pogoji elektrostatskega sukanja. 
Oznaka 
vzorca 
Masni delež 
PCL (m/m %) 
Mn PEO 
(g/mol) 
Delež PEO 
glede na 
PCL (%) 
Električna 
napetost 
(kV) 
Pretok 
črpalke 
(µL/h) 
S20 13 400.000 5 9 1300 
S21 13 400.000 10 9 1300 
S22 13 400.000 15 9 1300 
S23 13 900.000 5 12 1300 
S24 13 900.000 10 12 1300 
S25 13 900.000 15 12 1300 
S26 13 4.000.000 10 10 1300 
 
Elektrostatsko sukanje vzorca S20 je potekalo dobro. Taylorjev stožec je bil bolj stabilen kot 
pri vzorcih s PEO z manjšo molekulsko maso. Polimerna raztopina je bila že na videz bolj 
viskozna kot polimerne raztopine s PEO z manjšo molekulsko maso. Elektrostatsko sukanje 
vzorca S21 je potekalo konstantno ob stabilnem Taylorjevem stožcu. Do zasuševanja šobe 
ni prihajalo, prav tako se niso nabirale kapljice raztopine na zbiralu. Podobno se je pri 
elektrostatskem sukanju obnašal tudi vzorec S22. Polimerne raztopine z dodatkom PEO z 
molekulsko maso 400.000 g/mol so izkazovale potencial za nadaljnjo optimizacijo. Izdelana 
nanovlakna smo po spiranju z vodo pregledali pod mikroskopom SEM (slika 15). PEO se je 
med procesom elektrostatskega sukanja nalagal vzdolž vlaken, kar smo ugotovili po spiranju 
vlaken s prečiščeno vodo. Površina vlaken je postala porozna, saj so bile vzdolžno prisotne 
dolge ozke špranje v velikosti nekaj 10 nm. Premer vlaken in porazdelitev velikosti sta z 
naraščajočim deležem PEO v polimerni zmesi naraščala. Glede na debelino so bila vlakna 
mikrometrske velikosti, vendar so zaradi poroznosti izkazovala potencial za nadaljnjo 
optimizacijo. 
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Slika 15: Vlakna s premeri iz 13 % (m/m) raztopine PCL po raztapljanju PEO v vodnem mediju. Vzorec S20 (A,a), vzorec 
S21 (B,b) in vzorec S22 (C,c). Delež PEO, ki je bil vgrajen v vlakna, je naraščal od A-C (a-c). Zgornje slike so posnete 
pri večji povečavi, spodnje pri manjši. 
 
Vzorci s PEO z molekulsko maso 900.000 g/mol (S23-S25) so omogočali konstantno 
elektrostatsko sukanje vlaken. Pri nobenem od njih nismo imeli težav z zasuševanjem. Pod 
optičnim mikroskopom smo v strukturi vlaken opazili »pike«. Sklepali smo, da gre za 
porozne strukture, saj slednjih pri nanovlaknih iz PCL nismo opazili. Vlakna smo opazovali 
tudi pod mikroskopom SEM (slika 16). Z večanjem deleža PEO v polimerni raztopini se je 
povečeval premer vlaken, ki so imela tudi široko porazdelitev velikosti. Vlakna z dodatkom 
PEO z molekulsko maso 900.000 g/mol so bila pri enakem deležu PEO debelejša kot vlakna 
z dodatkom PEO z molekulsko maso 400.000 g/mol. Po spiranju PEO z vodnim medijem so 
bile na površini vlaken vidne dolge ozke pore, ki so se pojavljale vzdolž vlaken, hkrati pa je 
z večanjem deleža PEO naraščala njihova poroznost. Pri analizi vlaken pri zelo velikih 
povečavah smo opazili po celotni površini vlaken zelo drobne razpoke v velikosti nekaj 10 
nm. 
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Slika 16: Vlakna s premeri iz 13 % (m/m) raztopine PCL z dodatkom PEO z molekulsko maso 900.000 g /mol. Vlakna so 
glede na količino PCL vsebovala 5 % (A), 10 % (B) in 15 % (C) PEO. 
 
V raziskavah smo uporabili tudi PEO z molekulsko maso 4.000.000 g/mol (vzorec S26). 
Polimerna raztopina je bila zelo viskozna. Vlakna so nastajala ob izrazitem nihanju 
Taylorjevega stožca, tako da se je občasno tvorilo tudi več vlaken hkrati. Posledično se curek 
polimerne raztopine občasno ni popolnoma raztegnil. Nastajala so neprekinjena vlakna med 
iglo in zbiralom. Kljub temu da težav z zasuševanjem ni bilo, pa ta formulacija zaradi 
nastajanja vlaken z velikim premerom ni imela potenciala za nadaljnje raziskave. 
Največji potencial za nadaljnje delo so imele raztopine z dodatkom PEO, z molekulsko maso 
400.000 g/mol, kljub temu da vlakna, ki so iz njih nastala, niso imela premerov v 
nanometrskem območju. Odločili smo se, da povečamo delež PEO in hkrati zmanjšamo 
delež PCL v polimerni raztopini, da bi na ta način še dodatno povečali poroznost vlaken 
(preglednica X). S to potezo smo želeli ohraniti primerno viskoznost polimerne raztopine za 
elektrostatsko sukanje in hkrati zmanjšati debelino vlaken in zožiti njihovo porazdelitev 
velikosti.  
 
Preglednica X: Raztopine PCL z dodatkom PEO različnih molekulskih mas in pogoji elektrostatskega sukanja. 
Oznaka 
vzorca 
Masni delež 
PCL (% m/m ) 
Mn PEO 
(g/mol) 
Delež PEO 
glede na 
PCL (%) 
Električna 
napetost 
(kV) 
Pretok 
črpalke 
(µl/h) 
S27 11 400.000 20 15 1300 
S28 9 400.000 30 15 1300 
S29 7 400.000 40 12 1300 
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Vzorce S27, S27 in S29 smo lahko kontinuirano elektrostatsko sukali več kot pol ure. Velika 
viskoznost polimernih raztopin procesa ni motila in do zasuševanja ni prišlo. Najbolj 
viskozen je bil vzorec S29. Pri napetosti, višji od 15 kV, je bil Taylorjev stožec zelo nemiren, 
zato smo elektrostatsko sukali pri nižji napetosti. Pri vzorcu S27 smo pod optičnim 
mikroskopom opazili vlakna velikih premerov z zadebeljenimi strukturami. Njihova 
porazdelitev velikosti je bila široka. Z večanjem deleža PEO v polimerni raztopini smo 
opazili, da nastajajo nekoliko tanjša vlakna z ožjo porazdelitvijo velikosti (vzorca S28 in 
S29). Vzorce za analizo SEM smo pripravili tako, da smo vlakna izpostavili vodnemu 
mediju, da se je PEO raztopil, in jih nato posušili. Slike SEM so potrdile ugotovitve, do 
katerih smo prišli že z optično mikroskopijo (slika 17). S povečanjem deleža PEO in 
sočasnim zmanjšanjem deleža PCL v polimerni raztopini so nastala vlakna z manjšim 
premerom in ožjo porazdelitvijo velikosti. Povprečni premeri izdelanih vlaken so bili še 
vedno v mikrometrskem območju, pri vseh vlaknih pa so bile vidne vzdolžne ozke pore. 
Vlakna z večjim deležem PEO so po izpostavitvi vodnemu mediju imela bolj hrapavo 
površino.  
 
 
Slika 17: Vlakna s premeri iz PCL s PEO molekulske mase 400.000 g/mol po izpostavitvi vodnemu mediju in raztapljanju 
PEO v njem. Vzorec S27 (A), vzorec S28 (B) in vzorec S29 (C). 
 
Z analizo SEM smo proučevali tudi razporeditev por v notranjosti vlaken. V ta namen smo 
pripravili vzorce prečno prerezanih nanovlaken (slika 18). Ugotovili smo, da so pore znotraj 
vlaken nehomogeno razporejene. Na nekaterih prerezih je vidnih več por, na drugih manj, 
zato je težko ovrednotiti razlike v poroznosti med vzorci z različnimi vsebnostmi PEO. Če 
bi hoteli bolj natančne podatke o velikosti por in njihovi velikostni distribuciji, bi morali 
izvesti analizo BET, ki omogoča meritev specifične površine vlaken in velikosti por. Opazili 
smo, da so vlakna z večjim deležem PEO v strukturi postala po spiranju z vodnim medijem 
bolj nagubana kot tista z manj PEO v strukturi.  
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Slika 18: Sliki SEM prečnih prerezov vlaken iz PCL in PEO po izpostavitvi vodnemu mediju in raztapljanju PEO v njem. 
Na sliki so prikazana vlakna vzorca S29. Na prečnih prerezih so vidne pore, ki so naključno razporejene znotraj vlaken.  
 
4.5 Izdelava vlaken s sporami 
4.5.1 Izbor najprimernejše raztopine PCL za elektrostatsko sukanje vlaken 
Z izdelavo nanovlaken smo dokazali, da je možno z elektrostatskim sukanjem izdelati vlakna 
iz raztopine PCL v mešanici acetona in ocetne kisline. Najperspektivnejšo raztopino, ki je 
omogočala čim bolj kontinuirano izdelavo tankih nanovlaken z ozko velikostno 
porazdelitvijo, smo v nadaljevanju uporabili za izdelavo nanovlaken z bakterijskimi 
sporami. Pri izboru smo upoštevali izvedljivost elektrostatskega sukanja, zasuševanje, 
prisotnost vozlov, premer nastalih vlaken in velikostno porazdelitev vlaken (slika 19). 
Največji potencial je imela 14 % (m/m) raztopina PCL z 0,10 % (m/mraztopine) NaI v mešanici 
acetona in ocetne kisline (30:70 (m/m)). Iz nje izdelana nanovlakna so imela relativno 
majhen premer. Odstopanje premerov vlaken od povprečja je bilo glede na nanovlakna, 
pripravljena iz ostalih raztopin, relativno majhno, kar je kazalo na ozko porazdelitev 
velikosti premerov nanovlaken. Na slikah SEM pri omenjenem vzorcu nismo opazili 
zadebeljenih struktur in vozlov. Slaba lastnost raztopine je bilo zasuševanje. Zaradi 
povečanja prevodnosti raztopine z dodatkom NaI je postal Taylorjev stožec nestabilen. 
Kontinuirano sukanje vlaken več kot nekaj minut pri tem vzorcu ni bilo mogoče. Ko se je 
igla zasušila, smo jo morali obrisati, nato pa smo nadaljevali z elektrostatskim sukanjem. 
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Slika 19: Povprečni premeri vlaken, izdelanih iz raztopin PCL z različnimi sestavami. 
 
4.5.2 Izbor najprimernejše raztopine PCL z dodatkom PEO za 
elektrostatsko sukanje vlaken 
Spore so v nanovlaknih iz PCL ujete v ovoj iz netopnega polimera. Voda in hranilne snovi, 
ki omogočajo kalitev spor, zaradi slabe poroznosti takšnih nanovlaken ne pridejo v stik s 
sporami. V ta namen smo optimizirali raztopine PCL z dodatkom PEO. Izbrali smo 
formulacijo vlaken z najmanjšim povprečnim premerom, porazdelitvijo velikosti in največjo 
poroznostjo. Dodatek PEO v raztopino PCL je povzročil spremembo debeline vlaken iz 
nanometrske v mikrometrsko velikost. Za nadaljnje delo smo izbrali formulacijo vlaken na 
osnovi 7 % (m/m) raztopine PCL z 0,10 % (m/mraztopine) NaI in dodatkom 40 % PEO glede 
na PCL ter dodatkom spor. Takšna vlakna so po izpostavitvi vodnemu mediju izkazovala 
največjo poroznost. 
 
4.5.3 Izdelava vlaken s sporami 
4.5.3.1 Izdelava vlaken iz PCL s sporami 
Elektrostatsko sukanje formulacije s sporami (vzorec S30) je bilo zelo težavno (preglednica 
XI). Največjo težavo je povzročalo zasuševanje. Največjo vlogo pri tem je imel aceton, ki je 
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zelo hitro izhlapeval iz disperzije, čeprav smo elektrostatsko sukali pri najnižji možni 
temperaturi (20 °C).  
 
Preglednica XI: Sestava polimerne raztopine s sporami probiotikov in pogoji elektrostatskega sukanja. 
Oznaka 
vzorca 
Masni delež PCL 
(% m/m) 
Razmerje topil 
v zmesi 
(m/m) 
NaI 
(% m/m) 
Električna 
napetost 
(kV) 
Pretok 
(µL/h) 
S30 14 A:AA=30:70 0,10 15 1000 
 
Na račun povečanja prevodnosti polimerne raztopine z dodatkom NaI pa smo dobili manj 
stabilen Taylorjev stožec, kar je prav tako oteževalo izvedbo elektrostatskega sukanja. 
Kombinacija obeh dejavnikov je preprečevala kontinuirano izdelavo nanovlaken, zato je bil 
proces elektrostatskega sukanja konstanten le dobro minuto. Nato smo morali odpreti 
komoro in obrisati zasušena vlakna na igli. Proces vgrajevanja bakterij smo spremljali s 
pomočjo optične mikroskopije. Pri največji povečavi smo videli spore kot zelo majhne 
prosojne kroglaste strukture v strukturi vlaken. Na teh delih so bila vlakna odebeljena. 
Opazili smo, da spore niso popolnoma enakomerno razporejene v vzorcu. Na nekaterih 
mestih vlaken so bile bolj zgoščene, spet na drugih mestih manj. Homogenosti razporeditve 
spor v mreži vlaken nismo mogli oceniti, saj smo imeli vpogled le v zgornjo plast vlaken.  
Pri manjših povečavah na mikroskopu SEM smo opazili, da so vlakna po dodatku spor dosti 
bolj heterogena (slika 20 C, D). Debelina večine nanovlaken je bila nekaj sto nanometrov. 
Opazili pa smo tudi nekaj vlaken, ki so bila mikrometrske velikosti. Redko smo opazili 
strukture nepravilnih oblik, ki so bile verjetno posledica nepopolnega raztezanja 
polimernega curka med izdelavo nanovlaken ali pa so nastale kot posledica zasuševanja. Pri 
večjih povečavah smo opazili še nekakšne prečne povezave med vlakni. Vlakna so bila na 
izgled gladka in niso vsebovala por. Spore v strukturi nanovlaken smo prepoznali kot 
podolgovate ovalne strukture, ki so na slikah modro obkrožene (slika 20). Zelo tesno so bile 
ovite s slojem PCL, v katerem nismo prepoznali morebitnih por. SEM je pokazal, da so spore 
naključno razporejene v vzorcu. Pri manjših povečavah smo lahko videli, da so na nekaterih 
območjih nanovlaken spore bolj skoncentrirane kot na drugih, kjer spor ni bilo videti. Zgolj 
na podlagi slik SEM nismo mogli oceniti, ali so spore v vzorcu nehomogeno razporejene, 
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saj analiza SEM ne omogoča pregleda celotne debeline vzorca, tj.  globjih plasti vlaken. Tudi 
o viabilnosti spor v vlaknih na podlagi analize SEM ne moremo sklepati. 
 
 
Slika 20: Slika SEM nanovlaken s premeri iz 14 % (m/m) raztopine PCL z 0,10 % (m/mraztopine) NaI v mešanici aceton 
in ocetna kislina (30:70 (m/m)) z vgrajenimi sporami. Slike so posnete od največje (A) do najmanjše (D) povečave. Z 
modro so na slikah (B, C) obkrožene spore, vgrajene v nanovlakna. 
 
4.5.3.2 Izdelava vlaken iz PCL z dodatkom PEO in spor 
Uporabili smo primerljivo količino spor kot v primeru izdelave vlaken iz 14 % (m/m) 
raztopine PCL. Kontinuirano elektrostatsko sukanje polimerne raztopine s sporami ni bilo 
mogoče, saj je bilo potrebno po približno 5 minutah iglo obrisati, ker se je zasušila. Taylorjev 
stožec ni bil stabilen, kar je bilo glede na predhodne izkušnje posledica dodatka NaI v 
polimerno raztopino (preglednica XII). Curek polimerne raztopine se ni popolnoma 
raztegnil, kar smo opazili tudi v strukturi elektrostatsko sukanega produkta, ki smo ga 
opazovali pod optičnim mikroskopom.  
 
 
52 
 
Preglednica XII: Sestava disperzije iz PCL in PEO za elektrostatsko sukanje vlaken s sporami probiotikov. 
Oznaka 
vzorca 
Masni delež PCL 
(m/m %) 
Delež PEO 
glede na 
PCL (%) 
Razmerje 
topil v zmesi 
(m/m) 
NaI 
(m/m %) 
Električna 
napetost 
(kV) 
Pretok 
(µL/h) 
S31 7 40 A:AA=30:70 0,10 15 1000 
 
Vlakna so imela velike premere, porazdelitev njihove velikosti je bila široka. S pomočjo slik 
SEM smo bolj natančno proučili nenavadne strukture, ki so se pojavile v strukturi omenjenih 
vlaken (slika 21). Vlakna so se na določenih mestih razcepila v več vlaken, poleg tega niso 
bila ravna, ampak so imela v strukturi veliko zavojev. Določeni deli vlaken so bili 
zadebeljeni. Poleg vlaken z velikim premerom smo v vzorcu opazili tudi nanovlakna, vendar 
je bilo teh izredno malo. Nekatera področja so bila prepletena z mrežastimi strukturami iz 
zelo tankih nanovlaken. Zaradi velike debeline vlaken je bilo zelo težko identificirati 
področja z vgrajenimi bakterijami (slika 21 obkroženo zeleno). Premeri vlaken presegajo 
velikost spor, zato lahko v strukturi le predvidevamo morebitna mesta z vgrajenimi sporami. 
 
 
Slika 21: Slika SEM  vlaknen s premeri, izdelani iz 7 % (m/m) raztopine PCL s 40 % (m/m) PEO glede na maso PCL z 
vgrajenimi sporami pri večji (A) in manjši (B) povečavi. Z zeleno je obkroženo območje, kjer predvidevamo, da se je 
vgradila spora. 
 
4.5.4 Vrednotenje števila živih spor v posamezni fazi priprave nanovlaken 
Tekom elektrostatskega sukanja smo v posamezni stopnji procesa priprave nanovlaken 
vrednotili preživetje spor (slika 22). Zanimalo nas je zmanjšanje števila živih spor, ki se mu 
med pripravo polimerne raztopine in izdelavo nanovlaken ni mogoče izogniti. Teoretično 
smo v zmesi topil dispergirali 6,22 log CFU/mg mešanice topil. Prvič smo ugotavljali število 
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živih spor pred dodatkom PCL v disperzijo spor v mešanici organskih topil. Ugotovili smo, 
da se je število živih spor zmanjšalo na 5,19 log CFU/mg topila. Po koncu elektrostatskega 
sukanja smo v disperziji določili, da je število živih spor 3,27 log CFU/mg topila. Glede na 
začetno teoretično koncentracijo spor se je število živih spor zmanjšalo za 2,95 log CFU/mg 
mešanice topil. 
Število živih spor smo vrednotili tudi pri izdelavi vlaken iz PCL z dodatkom PEO. 
Teoretično smo v mešanici organskih topil dispergirali 6,22 log CFU/mg mešanice topil. 
Prvi odvzem vzorcev smo naredili pred dodatkom PCL in PEO v suspenzijo spor v mešanici 
organskih topil. Po eni uri izpostavljenosti topilu je bilo število živih spor 5,13 log CFU/mg 
mešanice topil. Po koncu elektrostatskega sukanja smo določili, da je število živih spor v 
disperziji 2,96 log CFU/mg mešanice topil. Primerjava z začetno koncentracijo živih spor je 
pokazala, da se je med elektrostatskim sukanjem (po 24 h izpostavljenosti mešanici 
organskega topila) število živih spor zmanjšalo za 3,26 log CFU/mg mešanice topila. 
 
 
Slika 22: Število živih spor v posamezni stopnji izdelave nanovlaken. 
 
Ovrednotili smo tudi vgradnjo spor v nanovlakna. Pri vseh uporabljenih postopkih pri 
pripravi nanovlaken so bile možne izgube živih spor, bodisi zaradi stika z mešanico 
organskih topil, bodisi zaradi adsorpcije na nastavke za pipetiranje ali izgub zaradi 
centrifugiranja. Po koncu elektrostatskega sukanja je 14 % (m/m) raztopina PCL z 0,10 % 
(m/mraztopine) NaI v mešanici acetona in ocetne kisline (30:70 (m/m)) vsebovala 4,06 log 
CFU/mg PCL (slika 23). Po vgradnji v nanovlakna se je število živih spor zmanjšalo na 
0,0
0,5
1,0
1,5
2,0
2,5
3,0
3,5
4,0
4,5
5,0
5,5
6,0
6,5
7,0
Teoretično v topilu Pred dodatkom
PCL
Po končanem
sukanju
Š
te
v
il
o
 ž
iv
ih
 s
p
o
r
lo
g
(C
F
U
/m
g
 t
o
p
il
a)
Vlakna iz PCL s sporami
Vlakna iz PCL z dodatkom PEO s
sporami
 
54 
 
približno 3,88 log CFU/mg PCL. Majhno zmanjšanje števila živih spor lahko pripišemo prej 
omenjenim izgubam, ki so nastale med različnimi postopki izdelave in rokovanja z 
nanovlakni. Delno je lahko zmanjšanje števila živih spor lahko tudi posledica delovanja 
mehanskih sil na spore med procesom elektrostatskega sukanja. Vpliv na končni rezultat bi 
lahko imela tudi potencialna nehomogenost razporeditve spor v nanovlaknih. Možno je, da 
smo tako za analizo vzeli ravno tista področja z manjšo vsebnostjo spor. 
Rezultati preživetja spor pri izdelavi vlaken z dodatkom PEO so bili nekoliko drugačni. Po 
koncu elektrostatskega sukanja je 7 % (m/m) raztopina PCL z 0,10 % (m/mraztopine) NaI in 
PEO (40 % (m/m) glede na celotno maso polimera) v mešanici acetona in ocetne kisline 
(30:70 (m/m)) vsebovala 3,88 log CFU/mgpolimera (PCL+PEO). V vlaknih smo določili število 
živih spor 4,41 log CFU/mgpolimera (PCL+PEO). Kot že pri nanovlaknih iz PCL s sporami je lahko 
tudi v tem primeru med postopkom določanja števila živih bakterijskih prišlo do izgub. 
Spore so bile ponovno izpostavljene agresivnim pogojem topila, poleg tega je bilo potrebno 
s pipetiranjem razbiti usedlino, da se je dobro redispergirala, medtem ko vorteksiranje ni 
zadostovalo. Pri vseh omenjenih postopkih so bile možne izgube živih spor, bodisi zaradi 
vpliva na njihovo viabilnost ob ponovnem stiku z organskim topilom, bodisi zaradi izgub s 
pipetiranjem ali centrifugiranjem. Pri določanju števila živih spor v vlaknih je bil rezultat 
zelo variabililen med različnimi paralelami vzorca. Predvidevamo, da je to posledica 
nehomogene razporeditve spor v vlaknih. Dodaten razlog za napake pri določanju 
probiotikov bi lahko bil tudi dodatek PEO v polimerno raztopino, ki je povzročil, da je 
postala polimerna raztopina bolj lepljiva, zato je pri pipetiranju lahko prišlo do večjih izgub. 
 
 
Slika 23: Število živih spor v polimerni raztopini po končanem elektrostatskem sukanju in v (nano)vlaknih. 
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4.5.5 Sproščanje probiotikov iz nanovlaken  
4.5.5.1 Sproščanje probiotikov iz PCL nanovlaken 
Dokazali smo, da je možno spore probiotika vgraditi v nanovlakna iz hidrofobnega polimera 
(PCL) in da večji del spor preživi postopek priprave ter izdelave elektrostatsko sukanih 
vlaken. V nadaljevanju smo želeli preveriti, ali se lahko spore, ki so ujete v ogrodje iz PCL, 
ob stiku s fosfatnim pufrom sprostijo v okolico. V ta namen smo razvili metodo za sproščanje 
probiotikov v fosfatni pufer. Pričakovali smo, da se bo sprostilo malo spor. Po 24-urnem 
sproščanju smo na ploščah določili le nekaj kolonij (0-3 kolonije). Metoda je bila premalo 
občutljiva, da bi lahko sklepali o številu sproščenih spor (preglednica XIII). Iz naših 
rezultatov je razvidno, da se je sprostila zanemarljiva količina spor. Sklepamo, da je rezultat 
posledica PCL, ki je učinkovito zaščitil bakterijske spore pred stikom z zunanjim okoljem. 
Naše domneve smo potrdili tudi z analizo SEM, saj na slikah v polimernem ogrodju, ki je 
obdajalo bakterijske spore, ni bilo vidnih por, skozi katere bi se spore lahko sprostile v 
okolje. Določeno število (majhen delež) bakterijskih spor pa se med elektrostatskim 
sukanjem verjetno ne vgradi v nanovlakna in tako ostane prosto na površini vlaken, zato se 
ob stiku s fosfatnim pufrom lahko sprosti. 
 
Preglednica XIII: Časovni potek števila sproščenih spor iz PCL nanovlaken. 
Čas vzorčenja 1 h 2 h 4 h 8 h 24 h 1 teden 2 tedna 
Povprečje sproščenih 
spor v 100 µL 
1,4 0,2 0,4 0,4 0,9 0,0 0,2 
 
Če bi želeli določiti točno koncentracijo bakterijskih spor, bi morali prilagoditi metodo. Za 
bolj zanesljivo določanje števila sproščenih spor bi morali v pufru inkubirati večjo količino 
nanovlaken. V našem poskusu so se mase vzorcev nanovlaken gibale med 20-24 mg. Pri 
večji količini vzorca nanovlaken bi se pojavila težava zaradi voluminoznosti vzorca. Večji 
volumen vlaken bi predstavljal tudi večjo oviro za učinkovito močenje polimera. Lahko bi 
zmanjšali količino fosfatnega pufra in tako skoncentrirali sproščene spore, kar bi pomenilo 
večjo verjetnost, da v odvzetem volumnu določimo točno koncentracijo sproščenih živih 
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spor. Izboljšanje metode bi dosegli tudi z odvzemom večje količine pufra s sproščenimi 
sporami, ki bi ga nanesli na agar plošče. 
 
4.5.5.2 Sproščanje probiotikov iz vlaken PCL z dodatkom PEO 
Pri vlaknih iz PCL z dodatkom PEO smo v prvih nekaj urah po izpostavitvi fosfatnemu pufru 
opazili zelo veliko sproščanje spor (slika 24). V prvih 4 urah se je sprostilo 3,82 log CFU/mg 
vlakna. PEO se ob stiku z vodnim medijem zelo hitro raztaplja, kar smo tudi opazili pri naših 
vzorcih. Vlakna so se za razliko od nanovlaken PCL zelo hitro omočila in vzorec se je pričel 
tudi peniti, kar je bil znak, da se PEO raztaplja. Vrh sproščanja spor smo dosegli že po eni 
uri, po tem času pa število sproščenih spor nekoliko upade (priloga VI). Začetni vrh in nato 
zmanjšanje števila sproščenih spor je bilo značilno za vse paralele. Razlogi za takšen trend 
so lahko različni. Kdaj bo nastopil vrh, je odvisno od močenja polimera in hitrosti 
raztapljanja PEO. Pri vseh paralelah je ta vrh nastopil znotraj 4 h. Zmanjšanje števila 
sproščenih spor po določenem času bi lahko pripisali adheziji spor na steklene stene viale ali 
na plastičen zamašek. Kljub temu, da smo z nastavki za pipetiranje pred vzorčenjem vedno 
premešali vsebino viale, se določene spore verjetno niso desorbirale. Sklepamo, da se po 
nekaj tednih zaradi kontinuiranega stresanja vial spore sprostijo s sten vsebnikov in znova 
določimo večje vrednosti. Možno je tudi, da se spore adsorbirajo na ogrodje PCL in se 
sprostijo šele, ko je polimerno ogrodje dovolj omočeno. Zaradi sproščenega PEO bi lahko 
nastali tudi agregati spor. 
 
 
Slika 24: Profil sproščanja spor iz vlaken, izdelanih iz PCL in PEO, v fosfatni pufer. 
 
0
0,5
1
1,5
2
2,5
3
3,5
4
4,5
5
0 5 10 15 20
Š
te
v
il
o
 s
p
ro
šč
en
ih
 ž
iv
ih
 s
p
o
r 
  
  
  
  
  
  
lo
g
 C
F
U
/m
g
 v
la
k
n
a
Čas (dnevi)
 
57 
 
4.5.6 Rast probiotikov v tekočem gojišču 
Vzorec vlaken, ki smo jih izdelali iz 14 % (m/m) raztopine PCL z 0,10 % (m/mraztopine) NaI 
in s sporami, smo za 3 dni izpostavili tekočemu gojišču. Vzorec nanovlaken se je deformiral 
in opazovanje pod mikroskopom SEM je bilo zelo težavno. Spremembe morfologije 
nanovlaken nismo opazili, zato sklepamo, da je bila večina spor še vedno ujeta v ogrodje 
nanovlaken iz PCL (slika 25 B). Ugotovitev, da spore znotraj nanovlaken niso vzkalile, smo 
potrdili z analizo enakega vzorca pod optičnim mikroskopom. Takšen rezultat je lahko 
posledica različnih vzrokov:  
(i) opazovane bakterijske spore so bile lahko mrtve in zato niso vzklile, 
(ii) zaradi slabe poroznosti vlaken je bil dostop hranil do spor v polimernem ogrodju 
onemogočen, zato spore niso mogle vzkliti, 
(iii) ovoj iz PCL je preveč rigiden in ni omogočal vzkalitve spore v nanovlaknu.  
 
Po drugi strani pa smo opazili tudi nekatere »proste spore« (slika 25 B označene z modrim 
krogom). Zdi se, da so bile adsorbirane na površino nanovlaken. Vendar tudi pri teh ni prišlo 
do kalitve. Pregled kalitve smo opravili tudi pod optičnim mikroskopom. Pri veliki povečavi 
smo opazovali predele s sporami, ki so po izpostavitvi gojišču ostale nespremenjene. Pod 
optičnim mikroskopom so bile še vedno vidne kot svetle okrogle pike (slika 25 A). 
Vegetativne oblike bakterije (bacila) pri pregledov različnih vzorcev nismo zasledili. Vlaken 
iz PCL z dodatkom PEO po izpostavitvi rastnemu mediju nismo opazovali pod 
mikroskopom SEM, saj se je vzorec zaradi raztapljanja PEO preveč deformiral. 
 
 
Slika 25: Vzorec nanovlaken 14 % (m/m) PCL, 0,1 % (m/m) NaI z vgrajenimi sporami po izpostavitvi gojišču. Slika 
posneta pri veliki povečavi pod svetlobnim mikroskopom (A) in slika posneta s SEM (B). Z modrim krogom je označena 
prosta spora, ki je adsorbirana na nanovlakno. Zeleno obkrožene spore so vgrajene v nanovlakna. 
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4.5.7 Razvoj kolonij probiotika iz nanovlaken 
Razvoj kolonij probiotika iz (nano)vlaken smo spremljali tudi na trdnem gojišču (slika 26). 
Vlakna iz PCL z dodatkom PEO so se hitro omočila. Nanovlakna iz PCL pa so za omočenje 
potrebovala daljši čas. Na sliki A so vidna neprosojna območja, ki niso omočena. V primeru 
vlaken PCL z dodatkom PEO smo opazili rast kolonij probiotika že po približno 24 h (slika 
26 G). Pri vseh paralelah vzorcev smo opazili, da rast kolonij ni enakomerna na vse strani 
od roba vzorca nanovlaken. Sklepamo, da je neenakomerna rast posledica nehomogene 
razporeditve spor v vlaknih. Drugi možen razlog je neenakomerna porazdelitev velikosti 
vlaken. Pri tanjših vlaknih se je PEO prej raztopil, zato so se spore lahko prej sprostile kot v 
primeru debelejših vlaken, kjer je bila njihova pot iz polimernega ogrodja daljša. Tretji 
možen razlog pa je povezan z debelino sloja vlaken. Kljub temu da smo pri izdelavi vlaken 
uporabljali rotirajoči valj za zbiranje vlaken, so lahko potencialno prisotna mesta z 
debelejšim nanosom vlaken in mesta s tanjšim nanosom. To pomeni, da je pri debelejšem 
vzorcu pot bakterije mimo prepleta vlaken veliko težja in traja dalj časa. Pri nanovlaknih iz 
PCL se je razvilo zelo malo kolonij probiotika. Predvidevamo, da so se sprostile le tiste 
spore, ki se niso vgradile v nanovlakna in so med procesom elektrostatskega sukanja ostale 
na površini nanovlaken. Tudi pri teh nanovlaknih je bila rast v okolico neenakomerna. 
Razlogi pa so lahko enaki kot pri vlaknih iz kombinacije polimerov. Pri nanovlaknih PCL 
smo opazili prve kolonije na trdnem gojišču šele po 28 h.  
 
 
Slika 26: Prikaz rasti kolonij probiotikov iz (nano)vlaken na trdnem gojišču. Fotografije od A-E predstavljajo rast kolonij 
iz nanovlaken PCL, fotografije od F-J pa rast probiotikov vlaken PCL z dodatkom PEO. Časovna izpostavljenost vlakna s 
trdnim gojiščem na fotografijah narašča od A-E in od F-J. 
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Povečanje območja rasti kolonij probiotika iz nanovlaken je pri nanovlaknih PCL po 3 dneh 
manjše kot pri vlaknih iz PCL in PEO (slika 27). Število sproščenih probiotikov iz vlaken je 
težko ovrednotiti zaradi neenakomerne rasti, poleg tega pa težavo pri vrednotenju 
predstavljajo spore, ki se prve sprostijo iz (nano)vlaken in difundirajo najdlje v gojišče od 
koščka vzorca. Le-te imajo na voljo največ hrane in prostora za razmnoževanje. Na slikah 
opazimo, da imajo bolj oddaljene kolonije večje premere kot tiste, ki so zgoščene ob koščku 
vzorca vlaken. To pomeni, da pri daljšem času inkubiranja prirast površine bakterijskih 
kolonij ni več posledica na novo sproščenih bakterij. Po daljši izpostavljenosti je prirast 
površine bakterijskih kolonij le še posledica razmnoževanja probiotika znotraj krajnih 
kolonij, ki se zaradi velike količine hrane intenzivno razmnožujejo v okolico. 
 
 
Slika 27: Časovni profil rasti probiotikov iz (nano)vlaken. 
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5. Sklepi 
Na podlagi izvedenih raziskav smo ugotovili naslednje: 
I) Med testiranimi organskimi topili so spore najbolj odporne na aceton in na 
mešanico acetona in kloroforma v razmerju 3:1 (m/m). Ker elektrostatsko 
sukanje polimernih raztopin v samem acetonu ni mogoče in ker je kloroform 
toksičen ter lahko delno zaostane v vlaknih, smo se odločili, da pripravimo 
nanovlakna iz polimerne raztopine v mešanici acetona in glacialne ocetne kisline 
v masnem razmerju 30:70 (m/m). 
II) Izkazalo se je, da koncentracija spor ne vpliva na preživetje spor v organskem 
topilu. Trajanje izpostavitve spor acetonu nima bistvenega vpliva na njihovo 
preživetje, medtem ko je trajanje izpostavitve bolj pomembno pri ocetni kislini. 
III) Centrifugiranje spor v fosfatnem pufru ne povzroči bistvenih izgub živih spor.  
IV) Ugotovili smo, da koncentracija PCL v polimerni raztopini pomembno vpliva na 
izdelavo nanovlaken. Glede na izvedljivost elektrostatskega sukanja, debelino 
izdelanih nanovlaken in potencialno prisotnost vozlov v njihovi strukturi so se 
kot najboljša izkazala nanovlakna, ki smo jih izdelali iz 14 % (m/m) raztopine 
PCL. Manjše koncentracije polimera omogočajo izdelavo tanjših nanovlaken, 
vendar se v strukturi pojavljajo vozli. Pri višjih koncentracijah je procesibilnost 
elektrostatskega sukanja slaba, saj pogosto prihaja do zasuševanja šobe. 
V) Za elektrostatsko sukanje je pomembna izbira topila. Tako se je kot najboljša 
izkazala mešanica topil acetona in ocetne kisline (30:70 (m/m)). Pri manjšem 
deležu acetona v zmesi topil je polimerna raztopina kapljala, medtem ko je 
dodatek DMF izboljšal procesibilnost elektrostatskega sukanja, vendar so kot 
produkt nastala mikrovlakna. 
VI) Prevodnost polimerne raztopine je pomembno vplivala na debelino nanovlaken 
in porazdelitev njihove velikosti. Prevodnost raztopin smo povečali tako, da smo 
v polimerne raztopine dodali 0,1 % (m/mraztopine) NaI. 
VII) Dodatek PEG v raztopino PCL ni omogočal elektrostatskega sukanja 
nanovlaken, saj so nastajale vati podobne strukture. Dodatek PEO v raztopino 
PCL pa je omogočal izdelavo vlaken mikrometrskih velikosti. Najuspešneje je 
elektrostatsko sukanje potekalo z dodatkom PEO z molekulsko maso 400.000 
g/mol in 900.000 g/mol. Debelino vlaken smo nekoliko zmanjšali z dodatkom 
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NaI v polimerno raztopino (0,1 % (m/mraztopine)), vendar je bila le-ta še vedno 
mikrometrskih dimenzij. Po spiranju vlaken z vodo smo ugotovili, da je preostalo 
ogrodje vlaken PCL veliko bolj porozno kot sama nanovlakna PCL. 
VIII) Izkazalo se je, da je elektrostatsko sukanje ustrezna metoda za vgrajevanje 
bakterijskih spor v polimerna nanovlakna. Spore so bile vgrajene v ogrodje iz 
PCL, ki pa ni bilo porozno. Njihova porazdelitev v sloju nanovlaken je bila 
nehomogena.  
IX) Dokazali smo, da se spore, ki so vgrajene v notranjost nanovlaken iz PCL, ne 
sproščajo iz nanovlaken. Sprostijo se le tiste, ki niso vgrajene, tj. so pritrjene na 
površini vlaken; teh pa je zanemarljivo število. Vključitev PEO v strukturo 
vlaken PCL poveča njihovo poroznost in omogoči sproščanje velikega deleža 
vgrajenih spor.  
X) Spremembe morfologije nanovlaken iz PCL, ki so bila izpostavljena hranilnemu 
gojišču, pod mikroskopom SEM nismo opazili, zato sklepamo, da se spore niso 
sprostile in niso razvile kolonij iz nanovlaken. V nanovlaknih iz PCL so bile 
spore izolirane od hranil in vode.  
V prihodnje bo potrebno izvesti še optimizacijo izdelave nanovlaken, s ciljem izboljšanja 
procesibilnosti elektrostatskega sukanja raztopin PCL s probiotiki. Cilj nadaljnjih 
raziskav je tudi preveriti preživetje spor še v drugih topilih, ki so primerna za izdelavo 
nanovlaken iz PCL. Zaenkrat je še dokaj neraziskana uporaba porogenov v formulacijah 
nanovlaken, s katerimi bi lahko povečali poroznost vlaken in tako izboljšali pogoje za 
vzkalitev in potencialno rast bakterij iz ogrodja nanovlaken.  
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